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Identificación de variantes genéticas poco frecuentes y raras en 
diabetes mellitus tipo 2 mediante secuenciación de exoma 
 
La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) se ha convertido en una epidemia global que 
contribuye significativamente a la morbi-mortalidad prematura. La DM2 es resultado de 
múltiples factores, incluyendo ambientales, genéticos y adquiridos. Se ha demostrado 
que la heredabilidad de la DM2 se encuentra alrededor del 70%. No obstante, los 
estudios realizados sólo han podido identificar una pequeña proporción del componente 
genético de la enfermedad. El resto del componente podría residir, en parte, en variantes 
genéticas poco frecuentes (MAF <0,05) o variantes raras (MAF <0,01). Sin embargo, la 
implicación de estas últimas en la enfermedad no ha sido determinada por las 
limitaciones de los estudios genéticos realizados hasta el momento. Además, más del 
90% de las mutaciones y polimorfismos asociados a enfermedades se sitúan en las 
regiones codificantes de proteínas, y por tanto, en el exoma. Por ello, una fracción 
importante de las variantes de baja frecuencia y raras puede localizarse en el exoma. 
Finalmente, este proyecto representa un trabajo pionero en cuanto a la técnica empleada 
y población a la que se dirige. 
Objetivos: Identificar variantes genéticas presentes en el exoma, incluyendo 
variantes poco frecuentes y raras, en relación a la DM2 en población española. 
Metodología: Secuenciación del exoma (cobertura: 20x) en 200 pacientes con 
DM2 y 200 controles sanos de población española; todos con un índice de masa corporal 
de 25 a 34,9 kg/m2 y una edad comprendida entre 40 y 65 años. Las regiones exónicas 
fueron capturadas y secuenciadas empleando el sistema de secuenciación de nueva 
generación HiScanSQ de Illumina, generando lecturas de 2x100 pares de bases en cada 
dirección (paired-end). A continuación, mediante el análisis bioinformático se realizaron 
los controles de calidad, el alineamiento de las lecturas contra el genoma de referencia 
y la identificación de las variantes genéticas. Se seleccionaron aquellas variantes con un 
MAF <20% presentes en controles o en casos, una calidad de genotipado (Q) >20 y con 
valores predictivos de alteración de la funcionalidad, SIFT y PoliPhen, significativos. 
Posteriormente, se estudiaron las variantes genéticas de mayor impacto funcional que 




de stop o parada, variantes de splicing, variantes de cambio de sentido o missense, y 
variantes en regiones codificantes para microARNs. Finalmente, las variantes de codón 
de stop o parada fueron verificadas mediante el método de secuenciación de Sanger. 
Resultados: La secuenciación del exoma generó aproximadamente 1.000 GB de 
datos iniciales que tras el análisis bioinformático se convirtieron en unos 2.000 GB en 
total. Se identificaron 21.822 SNPs en controles y 17.238 SNPs en casos con efecto 
funcional, presentes únicamente en uno de los grupos y cumpliendo con los criterios de 
filtrado establecidos. En concreto, 160 y 132 SNPs fueron identificados como variantes 
de splicing, en controles y casos, respectivamente. Mientras, 1.817 y 1.614 SNPs fueron 
identificados como variantes missense para el grupo control y diabéticos, 
respectivamente. Además, 23 SNPs fueron identificados en secuencias codificantes para 
microARNs en controles y 11 en casos. Finalmente, 102 variantes de codón de stop 
fueron identificadas en controles y 50 en casos.  
Conclusiones: Se han identificado un gran número de variantes genéticas que 
pueden estar implicadas en el desarrollo de DM2 o en la protección frente a la misma, 
incluyendo nuevas variantes genéticas de baja frecuencia y raras. Con la finalidad de 
identificar variantes genéticas válidas será necesario validar los resultados obtenidos 
mediante otras estrategias, su replicación en un amplio número de muestras de 





Identification of low-frequency and rare genetic variants related to 
type 2 diabetes mellitus by exome sequencing 
 
Type 2 diabetes mellitus (T2DM) has become a global epidemic contributing 
significantly to morbidity and premature mortality. T2DM is the result from the interaction 
of different factors, including environmental, genetic and acquired. It has shown that the 
heredability of T2DM is around 70%. Thus far genetic studies can explain only a fraction 
of the estimated genetic component of the disease. The rest of it could be explained in 
low-frequency variants (MAF <0,05) and rare variants (MAF <0,01). However, the 
implications of these variants in the disease have not been determined yet due to the 
limitations of genetic studies conducted. Moreover, more than 90% of mutations and 
polymorphisms associated with diseases are in the protein coding region, the exome. 
Therefore, an important fraction of low-frequency and rare variants could be found in the 
exome. Finally, this project represents a novel study because of the approach and 
population used.  
 Objectives: To identify genetic variants in the exome, including low-frequency and 
rare variants, in relation to T2DM in a Spanish population. 
 Methodology: Exome sequencing (coverage: 20x) in 200 patients with T2DM and 
200 Spanish healthy controls; all subjects had a body mass index between 25-34.9 kg/m2 
and were 40 to 65 years old. Exome regions were captured and sequenced by next-
generation sequencing technology using Illumina HiScanSQ system to generate        
2x100 bp paired end reads. A bioinformatic analysis pipeline was used to perform quality 
controls, to align the reads to a reference genome and identify genetic variants. We 
selected variants with MAF <20%, present in controls or cases, with genotyping quality 
(Q) >20 and significative effect predictors, SIFT and PolyPhen. We analysed genetic 
variants with an important functional consequences which were present in controls or 
cases. Specifically, we focused in the analysis of splicing variants, missense variants, 
variants in mature microRNAs coding sequences and stop variants. Finally, we verified 





Results: Exome sequencing approximately generated 1,000 GB data which after 
the bioinformatics analysis became around 2,000 GB in total. It was identified 21,822 
SNPs in controls and 17,238 in cases with a functional effect, present only in controls or 
cases that meet quality criteria. In particular, 160 and 132 SNPs were splicing variants 
which were identified in controls and cases, respectively. While 1,817 and 1,614 SNPs 
were missense variants in controls and cases, respectively. Furthermore, 23 SNPs were 
identified as mature microRNA variants in controls and 11 SNPs in cases. Finally, we 
identified 102 SNPs as stop variants in controls and 50 SNPs in cases.  
Conclusions: We have identified a large number of genetic variants, including low-
frequency and rare variants, which may be involved in the development of T2DM or in the 
protection from it. In order to stablish the true genetic variants involved in the disease we 
will need to validate them by different strategies, replication in a large sample of controls 














































La diabetes mellitus (DM) es un síndrome o conjunto de síndromes que se 
caracterizan por una alteración metabólica cuyo marcador es la hiperglucemia crónica, 
resultante de defectos en la secreción de insulina, de la acción de la insulina o de ambas. 
La hiperglucemia produce daño a nivel celular que finalmente ocasiona una alteración, 
disfunción e insuficiencia de diversos órganos, especialmente de los ojos, riñones, 
nervios, corazón y vasos sanguíneos. 
La DM es una enfermedad compleja resultado de la interacción de muchos factores, 
incluyendo ambientales, adquiridos y genéticos. Además, es una de las principales 
enfermedades crónicas en el momento actual y constituye un problema sanitario 
importante al haberse convertido en una epidemia mundial; contribuyendo de forma 
importante a la morbi-mortalidad prematura. Los nuevos hábitos de vida, 
fundamentalmente el exceso de ingesta calórica y el sedentarismo (involucrados en un 
aumento de la obesidad), junto con el envejecimiento de la población, permiten predecir 
un gran incremento de esta enfermedad en las próximas décadas.  
El desorden de la regulación metabólica que acompaña a la DM provoca 
alteraciones fisiopatológicas secundarias en muchos sistemas orgánicos. La morbilidad 
viene dada en primer lugar, por las lesiones microvasculares (retinopatía diabética (RD), 
nefropatía diabética (ND) y neuropatía diabética (NRD)), relacionadas íntimamente con 
los años de evolución de la enfermedad y control de glucemia. En segundo lugar, por las 
lesiones macrovasculares; los pacientes diabéticos tienen un riesgo más elevado de 
cardiopatía isquémica (CI), accidente cerebrovascular (ACV) y enfermedad vascular 
periférica. Todas relacionadas y/o causantes de una mayor mortalidad de los        
pacientes (1). 
La presencia de complicaciones asociadas a la DM depende en buena medida del 
grado de control metabólico, entendido éste no sólo por la glucemia, sino también por el 
resto de los factores de riesgo asociados a la enfermedad. Para ello es fundamental una 
asistencia sanitaria multidisciplinar de calidad, junto con la implicación del propio 
paciente en todo este proceso. Diversos consensos y guías de práctica clínica así lo 






1.  EPIDEMIOLOGÍA DE LA DIABETES MELLITUS 
Mientras la prevalencia de la DM varía con la edad, sexo y población, la Federación 
Internacional de Diabetes (FID) estima que la prevalencia mundial es actualmente mayor 
del 8,3% y se estima que más de 387 millones de adultos tienen diabetes. Además, más 
del 77% de las personas con diabetes viven en países de ingresos medianos o bajos y 
el incremento previsto es de más de 205 millones de nuevos casos para el año 2035 





Figura 1. Indicadores sobre diabetes por países de acuerdo a la Federación Internacional de 
Diabetes (FID), 2014. 
 
En Europa, se estima que el número de personas con diabetes es de 56,3 millones, 
el 8,5% de la población adulta. Los países con el mayor número de personas con 
diabetes están en su mayor parte en Europa Occidental, como Alemania, España, Italia, 





Figura 2. Estimaciones de prevalencia comparativa (%) de diabetes (20-79 años) en Europa 
según la Federación Internacional de Diabetes (FID), 2013. 
 
La edad es un factor de riesgo importante para la diabetes mellitus tipo 2 (DM2). En 
Europa, el 37% de la población tiene más de 50 años y se espera que aumente a más 
del 44% en 2035. En gran medida, la alta prevalencia de la DM2 y la intolerancia a la 
glucosa son una consecuencia del envejecimiento de la población. 
Además, Europa tiene el mayor número de niños con DM tipo 1 (DM1) en 
comparación con otras regiones, aproximadamente 129.300 casos. También tiene una 
de las tasas más altas de incidencia de la DM1 en niños, con 20.000 nuevos casos por 
año. Los países con las cifras globales más elevadas de DM1 en jóvenes son el Reino 
Unido, Rusia y Alemania. 
En el caso concreto de España, los últimos resultados de la FID estiman que la 
prevalencia nacional esta entorno al 11% y el número de casos de diabetes en población 
adulta (20-79 años) es de alrededor de 3.700.000 personas (Tabla 1) (5). Sin embargo, 
los resultados procedentes del estudio Di@bet.es, primer estudio español que tiene 
como objetivo conocer con mayor precisión la prevalencia de DM en España, estima que 






Tabla 1. Indicadores de prevalencia de diabetes para España de acuerdo con la Federación 
Internacional de Diabetes (FID) en el año 2014.  
 
 
Por todo ello, la DM es una enfermedad que aumenta progresivamente año tras 
año, siendo las principales causas el envejecimiento de la población y el incremento de 
la obesidad, causado por profundos cambios en el estilo de vida (sedentarismo, 
alimentación con alto contenido calórico y grasas saturadas). 
 
 
2.  CRITERIOS DIAGNÓSTICOS   
Los criterios de diagnóstico para la DM según la ADA (American Diabetes 
Association) se basan en la presencia de uno de los siguientes criterios: 
 Glucemia al azar ≥200 mg/dl (≥11,1 mmol/l) en presencia de síntomas de diabetes 
(poliuria, polidipsia o pérdida de peso inexplicada) o,  
 Glucemia en ayunas (al menos durante 8 horas) ≥126 mg/dl (7,0 mmol/L) o, 
 Glucemia ≥200 mg/dl (≥11,1 mmol/l) a las 2 horas tras la sobrecarga oral con 75 gr 
de glucosa (SOG) o,  
 Hemoglobina glicada (HbA1c) ≥6,5%. 
 
La glucemia se determina en plasma venoso por métodos enzimáticos y la HbA1c 
siguiendo un método similar al de la International Federation of Clinical Chemistry (ADA, 
(2); WHO, (7); International Expert Commeette, (8); Jeppsson JO, (9)). Sin embargo, no 
se puede utilizar la HbA1c como test diagnóstico en pacientes con anemia o 
hemoglobinopatía (10, 11). 
Cuando los niveles de glucemia de un paciente se encuentran elevados pero no 
alcanzan las cifras diagnósticas de diabetes, se clasifican como: 
Indicadores Prevalencia  
Casos de diabetes (20-79), en miles 3.704 
Casos de diabetes no diagnosticada (20-79), en miles 1.260 
Prevalencia nacional de diabetes (%) 10,58 
Prevalencia comparativa de diabetes (%) 7,85 




 Glucemia basal alterada (GBA) o alteración de la glucosa en ayunas (AGA): 
paciente con niveles de glucemia en ayunas entre 100-125 mg/dl, según la ADA 
(2); y entre 110-125 mg/dl según la Organización Mundial de la Salud (7). 
 Intolerancia a la glucosa (ITG) o tolerancia anormal a la glucosa (TAG): pacientes 
con niveles a las 2 horas de la SOG entre 140-199 mg/dl (ADA; WHO) (2, 7). 
 Riesgo elevado de desarrollar diabetes: pacientes con HbA1c entre 5,7-6,4% (ADA) 
(2) . 
También se utiliza el término “prediabetes” para describir la condición de las 
personas con un estado intermedio, donde los niveles de glucosa en sangre están por 
encima de los valores normales pero no son lo suficientemente altos para causar 
diabetes. La TAG se refiere a altos niveles de glucosa en sangre después de comer; 
mientras que la AGA se define como alta concentración de glucosa en sangre tras un 
período de ayuno (12).  
 
 
3.  TIPOS DE DIABETES 
Existen varias clasificaciones útiles, sin embargo, tres parámetros pueden tenerse 
en cuenta para clasificar la enfermedad (2): 1) basándose en la patofisiología, 2) 
basándose en un defecto genético específico o 3) basándose en otro fenotipo común. 
En el caso de la diabetes todavía no hay una clasificación ideal y va evolucionando de 
acuerdo al conocimiento que se va obteniendo en relación a su etiología y patogénesis 
(13, 14). 
 
3.1. Diabetes mellitus tipo 1 
La DM1, anteriormente denominada diabetes mellitus insulinodependiente o juvenil, 
se debe a la destrucción de las células β del islote de Langerhans pancreático que 
conduce a una deficiencia de insulina. La DM1 representa entre el 5 y 10% de todos los 
casos de DM en el mundo. La presentación de este tipo de diabetes tiene una importante 
variabilidad global en relación con su prevalencia e incidencia. Un estudio reciente en 
España estima que la incidencia media de la DM1 en menores de 15 años sería de 17,69 




una minoría de la carga total de la diabetes en la población, es la forma predominante 
en los grupos de edad más jóvenes en la mayoría de los países desarrollados. 
La DM1 se clasifica en los siguientes subtipos:  
  DM1 A o autoinmune: enfermedad autoinmune en la que existe una destrucción 
selectiva de las células β del páncreas mediada por linfocitos T activados en sujetos con 
haplotipos HLA de predisposición. La respuesta autoinmune se realiza contra 
determinadas moléculas del islote: insulina, glutamato-descaboxilasa, tirosina-fosfatasa 
(IA-2); carboxipeptidasa H; ICA69, etc. Los autoanticuerpos contra estos antígenos 
pueden ser detectados en el suero de pacientes con DM1, y esto ha sido utilizado como 
una ayuda en el diagnóstico, clasificación y predicción de la enfermedad (16).  
  DM1 B o idiopática: como entidad de reciente descripción se conoce poco de su 
etiología, evolución y pronóstico. Como contraposición a la DM1 A, describe a aquellos 
pacientes con deficiencia de insulina inicial, tendencia a la cetosis o cetoacidosis, en los 
que no se encuentran datos de autoinmunidad ni haplotipos HLA de predisposición (17). 
Cabe señalar que la deficiencia de insulina puede ser fluctuante a lo largo de la 
enfermedad, pero en algunas poblaciones (japonesa) puede tener un carácter fulminante 
(18). Inicialmente, y con un fuerte componente familiar, se ha descrito como más 
frecuente en la población afroamericana, asiática o hispana estadounidense (19). Hoy 
día existen pocos datos sobre su existencia y características en población española. 
 
3.2. Diabetes mellitus tipo LADA (Latent Autoinmune Diabetes of 
Adults) 
La diabetes mellitus tipo LADA tiene una base autoinmune y se caracteriza por 
mantener suficiente secreción insulínica para evitar la cetoacidosis durante períodos de 
tiempo prolongados. Sin embargo, y a pesar de tener una patogenia similar a la de la 
DM1, se presenta clínicamente en los adultos, pudiéndose confundir en muchos casos 
como DM2. Se calcula que alrededor del 10% de los diabéticos adultos diagnosticados 
como tipo 2 padecen, en realidad, esta forma de diabetes autoinmune, tipo 1, de 
evolución muy lenta (20). El perfil clínico de estos pacientes se caracteriza por ser sujetos 
más jóvenes que los tipo 2 clásicos en el momento del diagnóstico, habitualmente no son 




metabólico. El principal marcador de autoinmunidad en la diabetes LADA son los 
anticuerpos contra la descarboxilasa del ácido glutámico (anti-GAD), a veces asociados 
a anticuerpos contra antígenos citoplasmáticos de las células insulares (21) . LADA 
representa el 2-12% de todos los casos de diabetes (22). 
 
3.3. Diabetes mellitus gestacional 
La diabetes mellitus gestacional (DMG) se define como una alteración de la 
tolerancia a la glucosa que se inicia o se reconoce durante el embarazo (23). 
Generalmente, la DMG suele aparecer en estadios tardíos del embarazo, alrededor de 
la semana 24. La condición se produce debido a que la acción de la insulina es 
bloqueada, en parte, por las hormonas generadas por la placenta, generando resistencia 
a la insulina (24-26). 
La DMG es la complicación metabólica más frecuente del embarazo (27), con una 
prevalencia creciente en relación directa con el aumento de la obesidad (28). La 
prevalencia varía ampliamente entre las diferentes poblaciones de todo el mundo. Gran 
parte de la variabilidad es debida a las diferencias en los criterios de diagnóstico y las 
poblaciones de estudio. En España, la prevalencia de la DMG se estima entre el 2,5 y el 
7,3% en población obstétrica general, lo que representa un 90% de todos los embarazos 
de riesgo (29). 
La DMG normalmente desaparece después del parto. Sin embargo, las mujeres 
que han tenido DMG tienen un mayor riesgo de desarrollar diabetes gestacional en 
embarazos posteriores y de desarrollar DM2 más adelante en la vida (30, 31). Los bebés 
que nacen de madres con DMG también tienen un mayor riesgo de obesidad y DM2 en 
la adolescencia o en la edad adulta temprana (32). Las mujeres con DMG tienen que 
vigilar y controlar sus niveles de glucosa en sangre para reducir al mínimo los riesgos 
para el bebé. Normalmente, esto se puede hacer mediante la adopción de una dieta sana 
y ejercicio moderado, aunque en algunos casos puede ser necesario también administrar 





3.4. Otros tipos de diabetes mellitus 
3.4.1. Diabetes mellitus monogénicas 
La diabetes monogénica es aquella diabetes causada por mutaciones producidas 
en un solo gen y que presentan un patrón de herencia autosómica.  
 Diabetes mellitus neonatal 
La diabetes mellitus neonatal (DMN) es una diabetes que se diagnostica en los 
primeros 6 meses de vida y no tiene causa autoinmune. Se debe a una disfunción de las 
células β originada por alteraciones en genes que regulan la síntesis o secreción de 
insulina. Se han descrito numerosos genes en la etiopatogenia de la DMN pero el 80-
90% de los casos se originan por alteraciones localizadas a 3 niveles: genes situados en 
el brazo largo del cromosoma 6 (6q24), genes que codifican las subunidades del canal 
de K+ sensible al ATP (subunidad SUR1 y subunidad Kir 6.2), y en el gen de la insulina 
(33-36). Clásicamente se han descrito dos formas clínicas de presentación de la 
enfermedad: transitoria (DMNT), con resolución en los primeros 18 meses de vida y 
predisposición a diabetes posterior, y permanente (DMNP). Desde el punto de vista 
clínico, el 50-60% de los casos es DMNT (37).  
 Diabetes mellitus tipo MODY (Maturity-onset diabetes of the young) 
Es una forma de diabetes familiar de herencia autosómica dominante, caracterizada 
por una disfunción de la célula β que, en general, se manifiesta durante la infancia o la 
juventud. Se debe a defectos genéticos en factores que intervienen en la formación y 
función de dicha célula β, pero no suele asociarse a obesidad como la DM2 (38). 
Su etiología genética es diferente, pues se han descrito hasta la actualidad doce 
subtipos (39, 40). Las mutaciones del gen de la glucoquinasa (GCK) y del factor 
hepatonuclear 1A (HNF1A) son las más frecuentes; las menos comunes se localizan en 
el factor hepatonuclear 4A (HNF4A), en el factor hepatonuclear 1B (HNF1B) y en el gen 





Dos de los MODY están causados por mutaciones en genes que codifican enzimas: 
el MODY 2 (consecuencia de alteraciones en el gen que codifica la GCK) (42) y el MODY 
7 (por mutaciones en el gen de la carboxil éster lipasa [CEL]) (43).  
Otros cinco genes implicados codifican factores de transcripción de la célula β (43): 
IPF-1 (MODY 4), HNF1A (MODY 3), 4A (MODY 1) y 1B (MODY 5), que se expresan en 
el hígado e islotes pancreáticos y desempeñan un papel fundamental en la normalidad 
del desarrollo y la función de las células β (44). También se ha identificado el 
NeuroD1/BETA2 (MODY 6), que interviene en el desarrollo pancreático y en la 
transcripción del gen de la insulina.  
Recientemente, se han descrito nuevas formas de MODY en un número limitado 
de familias causadas por mutaciones en genes que codifican para una glicoproteína 
secretada por el páncreas (MODY8-CEL), un factor de transcripción (MODY9-PAX4), 
insulina (MODY10-INS), una tirosina quinasa (MODY11-BLK) y un transportador 
(MODY12-ABCC8) (39, 40, 45). 
Los sujetos con distintos tipos de MODY presentan características clínicas 
diferentes que se expresan a distintas edades, aunque los defectos estén presentes 
desde el nacimiento. Existen estudios que relacionan la edad de comienzo de la diabetes 
con la presencia de la misma durante el embarazo (46). Parece que la hiperglucemia 
durante la vida fetal puede acelerar el comienzo de la diabetes interfiriendo en la 
secreción de insulina en fases posteriores de la vida, ya que los islotes fetales son muy 
sensibles al efecto tóxico de la glucosa. La medida de los niveles de glucosa en ayunas 
así como la prueba de SOG son claves para el diagnóstico de la enfermedad, reflejando 
no sólo el grado de hiperglucemia sino también la causa subyacente (47). 
 Diabetes mellitus mitocondrial 
La diabetes mitocondrial se debe a mutaciones en el ADN mitocondrial (la mejor 
conocida es la causada por la mutación A3243G) que impiden la entrada de leucina en 
la mitocondria, afectando a la cadena respiratoria (48, 49). Aunque la mutación está 
presente en todas las células, la expresión clínica afecta solamente a las células β y a 
las del oído interno. En las primeras, se ha observado una menor producción de ATP y, 
como consecuencia, de insulina. Clínicamente se caracteriza por herencia materna, 




neurosensorial y antecedentes maternos de diabetes. No se encuentra insulino-
resistencia pero la evolución natural es hacia la deficiencia de insulina (50). Más rara 
vez, la diabetes se asocia a miopatía, encefalopatía, acidosis láctica y accidentes 
isquémicos cerebrales. Algunos casos del llamado síndrome de Wolfram se han descrito 
asociados a mutaciones en el ADN mitocondrial (51). 
3.4.2. Diabetes sindrómicas 
Las formas sindrómicas hereditarias más comunes de la DM incluyen síndromes 
con degeneración pancreática, desórdenes endocrinológicos, errores innatos de la 
homeostasis de carbohidratos, alteraciones neurológicas, desórdenes citogenéticos, etc. 
Entre ellos, encontramos los síndromes genéticos de Wolfram, Wolcott-Rallison, 
Rabson-Mendenhall, Bardet-Biedl, Lairence-Moon, Alstrom o Prader-Willi (52). 
3.4.3. Enfermedades del páncreas exocrino 
La insuficiencia pancreática exocrina (IPE) es un trastorno grave que se produce 
cuando el páncreas no produce enzimas digestivas o las produce en cantidad 
insuficiente, lo que significa que el organismo no puede digerir los alimentos, causando 
una absorción inadecuada de nutrientes (53). La IPE es una consecuencia importante 
de un amplio rango de enfermedades graves que alteran la función pancreática normal. 
Algunas de las enfermedades comúnmente relacionadas con la IPE son: pancreatitis 
crónica, pancreatectomía, hemocromatosis, neoplasias o la fibrosis quística. Se estima 
que de promedio un 51% de los pacientes con DM1 padecen una IPE, mientras que la 
presentan aproximadamente un 32% de los pacientes con DM2 (54). 
3.4.4. Endocrinopatías 
La compleja regulación de la homeostasis metabólica requiere la participación de 
muchas hormonas además de la insulina. Por ejemplo, la hormona de crecimiento (GH), 
que a través del factor de crecimiento insulino similar tipo 1 (IGF-1), controla diferentes 
aspectos del transporte de aminoácidos, la síntesis de proteínas y el metabolismo 
lipídico. El glucagón y las catecolaminas son las principales hormonas contra-
regulatorias que protegen al organismo contra la hipoglucemia. El cortisol y la GH 
contribuyen en un paso posterior sólo si la hipoglucemia es severa y prolongada. 




por un lado un rol permisivo en la regulación fisiológica de la gluconeogénesis y, por el 
otro, un papel fundamental para proveer de una mayor disponibilidad de glucosa durante 
estas situaciones. Tanto la GH como las catecolaminas, el glucagón y el cortisol son 
hormonas contra-reguladoras, antagonistas de la acción de la insulina. Por consiguiente, 
la hipersecreción autónoma de cualquiera de las hormonas (en la acromegalia, 
enfermedad de Cushing, glucagonoma, etc.), puede ocasionar diabetes (55, 56). 
3.4.5. Diabetes mellitus asociada a fármacos 
Compuestos como vacor (raticida), pentamidina, ácido nicotínico, glucocorticoides, 
interferón-α, hormona tiroidea, agonistas β-adrenérgicos o tiazidas pueden inducir 
diabetes por su toxicidad directa sobre las células β, pero también induciendo resistencia 
insulínica periférica. Un ejemplo es la acción de la simvastatina y atorvastatina las cuales 
disminuyen la secreción de insulina por las células β (57, 58).  
3.4.6. Diabetes mellitus asociada a infecciones 
Algunos virus como el de la rubeola, coxsackievirus B, citomegalovirus, adenovirus 
y virus de las paperas, se asocian con la destrucción de las células β y promueven 
diabetes (59-62). Independientemente de los efectos secundarios de los medicamentos, 
la historia natural del virus VIH (Virus de la Inmunodeficiencia Humana) también se 
asocia al desarrollo de la diabetes (63).  
 
3.5. Diabetes mellitus tipo 2 
La DM2, anteriormente conocida como diabetes independiente de insulina o 
diabetes del adulto, es la forma mayoritaria explicando entre el 90-95% de casos de 
diabetes. La DM2 engloba individuos que presentan resistencia a la insulina o una 
deficiencia relativa de insulina, generando así una acumulación de glucosa en sangre. 
Muchas personas con DM2 no son conscientes de su enfermedad durante mucho 
tiempo, ya que los síntomas pueden tardar años en aparecer o en ser reconocidos, pero 
durante este tiempo el organismo está siendo dañado por el exceso de glucosa en 
sangre. Estas personas suelen ser diagnosticadas sólo cuando las complicaciones de la 
diabetes ya se han desarrollado. A diferencia de las personas con DM1, la mayoría de 




sobrevivir, aunque pueden necesitarla en fases avanzadas de la enfermedad. Muchas 
personas pueden controlar su enfermedad a través de una dieta sana, una mayor 
actividad física y otra medicación. Sin embargo, si no son capaces de regular sus niveles 
de glucosa en sangre, puede que tengan que tomar insulina. 
Las causas que desencadenan la DM2 se desconocen en el 70-80% de los casos; 
al parecer, influyen diversos factores genéticos (concordancia en gemelos monocigóticos 
superior al 90% y herencia de carácter poligénico), obesidad (85%), dislipidemia, 
hipertensión arterial, dieta rica en carbohidratos, factores hormonales y resistencia a la 
acción de la insulina en los tejidos periféricos, entre otros. 
3.5.1. Prevalencia de la diabetes mellitus tipo 2 en población española 
La DM2 ha sido catalogada como la epidemia del siglo XXI tanto por su creciente 
magnitud como por su impacto en la enfermedad cardiovascular (primera causa de 
mortalidad en las sociedades desarrolladas). El estudio Di@bet.es, el más reciente a 
nivel nacional incluye, de manera aleatoria, el estudio de 5.419 personas mayores de 18 
años, y estima que entorno al 14% de la población adulta española tiene diabetes (6). 
Este resultado es ligeramente más elevado que los estudios descritos anteriormente (64-
66). Varios factores, como el cambio de criterios diagnósticos, el envejecimiento de la 
población, la menor mortalidad de los diabéticos o un verdadero aumento de la 
incidencia, han podido influir en este fenómeno (67).  
Los estudios realizados para estimar la incidencia de DM2 son menos numerosos 
que en el caso de la DM1 y, además, no siguen una metodología estandarizada, con lo 
que es más complicado establecer comparaciones entre ellos (68). Como ejemplo, un 
estudio reciente en población adulta de Madrid ha determinado que la incidencia de DM2 
es de 3,5 casos/1.000 persona-año (69). 
3.5.2. Aspectos clínicos y evolución de la diabetes mellitus tipo 2 
Con el tiempo, la diabetes puede afectar diferentes órganos y sistemas del 
organismo, causando así graves complicaciones e incluso la muerte. Estas 
complicaciones pueden ser microvasculares (lesiones que afectan a los vasos 
sanguíneos de menor calibre) y macrovasculares (lesiones que afectan a vasos 




Las principales manifestaciones de las alteraciones microvasculares relacionadas 
con la DM son la retinopatía (RD), la nefropatía (NFD) y la neuropatía (NRD). 
 Retinopatía (RD): puede estar presente en el momento del diagnóstico de la DM2, 
tiene una prevalencia que aumenta con el tiempo de evolución de la enfermedad 
(alcanzando el 60% tras 20 años de evolución) y es la complicación microvascular más 
frecuente (70, 71). Es una causa importante de ceguera y discapacidad visual. Está 
causada por el daño de los vasos sanguíneos de la retina, lo que ocasiona una pérdida 
progresiva de la vista, que a veces llega a ser ceguera. Se distinguen dos formas de RD: 
no proliferativa y proliferativa, según la ausencia o presencia de neovascularización en 
la retina, respectivamente.  
 Nefropatía diabética (NFD): se manifiesta con un aumento de la excreción 
urinaria de albúmina y alteraciones en la filtración glomerular. La NFD está causada por 
lesiones en los capilares glomerulares. Ello puede causar insuficiencia renal y al final la 
muerte. En los países desarrollados, esta es una causa importante de diálisis y trasplante 
renal. Como la RD, puede estar presente en el momento de realizar el diagnóstico de 
DM2. Su prevalencia aumenta con el tiempo de evolución de la enfermedad, y se estima 
que a los 10 años oscila entre el 25 y el 40% (72, 73). 
  Neuropatía diabética (NRD): es un grupo heterogéneo de alteraciones del 
sistema nervioso periférico que puede expresarse en cualquier localización corporal con 
alteraciones sensitivas, motoras, autónomas o mixtas. Pueden aparecer lesiones en los 
pies, por alteraciones de los vasos sanguíneos y nervios, dando lugar al conocido "Pie 
Diabético" (74). 
Las enfermedades cardiovasculares o complicaciones macrovasculares suponen 
la principal causa de morbilidad y mortalidad entre las personas con DM (75, 76). Estas 
incluyen: 
 Arteriopatía de arterias carótidas y cerebrales: se produce una disminución del 
flujo sanguíneo en el cerebro pudiendo producir ACVs graves, que pueden causar la 
parálisis de un lado del cuerpo o pequeños infartos cerebrales que irán causando 




 Arteriopatía de las coronarias: se produce la obstrucción de las arterias 
responsables del flujo sanguíneo al corazón, lo que puede generar un infarto de 
miocardio. 
 Arteriopatía periférica: disminuye el flujo sanguíneo a las extremidades 
inferiores apareciendo un intenso dolor al caminar, pudiendo causar gangrena en los 
pies. 
3.5.3. Prevención y diagnóstico de la diabetes mellitus tipo 2 
Los datos actuales sugieren que 1 de cada 4 personas con DM2 es consciente de 
su enfermedad. La fase asintomática de la diabetes tiende a ser bastante larga y sólo 
algunos pacientes desarrollan complicaciones en estadio temprano, tales como la RD o 
NFD (77).  
El diagnóstico precoz de la DM2 permite evitar las complicaciones agudas de la 
enfermedad, como, la cetoacidosis o el síndrome hiperosmolar hiperglucémico, cuya 
mortalidad no es baja (2 y 20-40% respectivamente). La ADA propone el cribado a partir 
de los 45 años mediante glucemia basal (en ayunas) en plasma (Tabla 2) (2). 
Tabla 2. Detección precoz de la diabetes mellitus tipo 2 según la American Diabetes 
Association (ADA). 
DETECCIÓN PRECOZ DE LA DIABETES MELLITUS TIPO 2 
Personas mayores de 45 años (repetir cada 3 años) 
Anualmente, y a cualquier edad, en personas con algún factor de riesgo de diabetes: 
- Índice de masa corporal >27 Kg/m2 
- Antecedentes de diabetes en familiares de primer grado 
- Etnias de alto riesgo 
- Macrosomía y/o diabetes gestacional previa 
- HDL <35 mg/dl y/o triglicéridos >250 mg/dl 
- Hipertensión arterial 
- Diagnóstico previo de intolerancia a la glucosa o glucemia basal alterada 
Embarazadas entre la 24-28 semanas 
 
Varios ensayos han mostrado que los cambios en el estilo de vida, dieta y ejercicio 
pueden reducir de una manera significativa la incidencia de DM2 sobre todo en personas 
con “prediabetes” (78-81). Además, algunos medicamentos, como la metformina, puede 
prevenir la enfermedad en pacientes con estadios intermedios de la enfermedad (78, 79). 
Sin embargo, aunque la dieta y el ejercicio son beneficiosos, el screening para prevenir 




pudiesen beneficiarse a tiempo de la medicación, evitando el desarrollo de la 
enfermedad. Los criterios específicos de diagnóstico para la prediabetes y la DM2, se 
muestran en la Tabla 3. 
Table 3. Criterios diagnósticos de la diabetes mellitus tipo 2 según la American Diabetes 
Association (ADA).  
 
Diagnóstico Hemoglobina A1c , 
nivel, % 
Niveles de glucosa en ayunas 
mmol/L                          mg/dL 
Prediabetes 5,7–6,4 5,55–6,94                      100–125 
Diabetes ≥6,5 ≥7,0                              ≥126 
 
 
3.5.4. Factores de riesgo de la diabetes mellitus tipo 2 
Los factores de riesgo para la DM2 son de origen multifactorial, siendo la obesidad 
y los cambios en el estilo de vida (sedentarismo y dieta) factores clave. Además, los 
factores de base genética, como la historia familiar de diabetes, participan también en el 
riesgo de desarrollar DM2 (Tabla 4).  
Dentro de la complejidad de la DM2 podemos distinguir entre factores de riesgo 
reversibles o irreversibles (no modificables). El primer grupo incluye factores como la 
obesidad, la dieta o el sedentarismo; el segundo: la edad, raza u origen étnico, historia 
familiar (predisposición genética), antecedentes de DMG o bajo peso al nacer. 
Tabla 4. Factores de riesgo de la diabetes mellitus de tipo 2 según la American Diabetes 
Association (ADA). 
FACTORES DE RIESGO DE LA DIABETES MELLITUS TIPO 2 
Antecedente familiar de primer grado con DM2 
Edad (>45 años) 
Obesidad (IMC ≥27 kg/m2) 
Raza/Etnia 
Glucosa basal anómala o alteración de la tolerancia a la glucosa identificadas previamente 
Antecedentes de DMG  
Hipertensión (tensión arterial ≥140/90 mm Hg) 
HDL <35 mg/dl o nivel de triglicéridos >250 mg/dl 







 Obesidad: es el factor más estrechamente asociado con el desarrollo de diabetes 
en el adulto, ya que se ha estimado que el riesgo atribuible a la obesidad es alrededor 
del 75%. La distribución de la grasa corporal tiene una gran importancia a la hora de 
definir a los individuos con mayor riesgo cardiovascular (82). La obesidad abdominal (por 
encima de la cintura), más frecuente en los varones, condiciona una mayor morbi-
mortalidad cardiovascular, probablemente porque conlleva un incremento de la grasa 
abdominal visceral (83, 84). Sin embargo, el efecto del exceso de peso es reversible, y 
pérdidas del 5% lo disminuyen; así en la cohorte de Framingham se observó una 
reducción importante en la incidencia de DM2, incluso en personas obesas con 
intolerancia a la glucosa (81, 85). 
 Dieta: los países en los que se ha producido una occidentalización de los hábitos 
dietéticos (alto consumo de hidratos de carbono simples, grasas saturadas y proteína 
con disminución de fibra), junto con un mayor sedentarismo, muestran un aumento en la 
prevalencia de obesidad y diabetes. Parece que el contenido de grasas de la dieta puede 
ser un factor de riesgo importante, se ha comprobado que su reducción disminuye el 
riesgo independiente de la pérdida de peso (79). Por otro lado, el consumo moderado de 
alcohol puede reducir el riesgo de desarrollar diabetes (86), pero se ha demostrado que 
el tabaquismo constituye un factor de riesgo para la enfermedad (87). 
 Sedentarismo: los hábitos sendentarios y el bajo nivel de ejercicio físico son un 
factor de riesgo para el desarrollo de la DM2. El ejercicio físico disminuye la resistencia 
a la insulina, contribuyendo a mejorar el metabolismo hidrocarbonado. La práctica de 
ejercicio de forma regular es una medida preventiva. Se ha demostrado capaz de 
disminuir de forma significativa, independientemente de la pérdida de peso, la aparición 
de diabetes en mujeres obesas y con antecedentes familiares (82) y también cuando ya 
existe una tolerancia alterada a la glucosa (79, 81). 
 Raza/Etnia: existen grandes diferencias étnicas y geográficas en cuanto a la 
prevalencia de DM2. Mientras que unas poblaciones parecen muy castigadas (en los 
indios Pima o los micronesios de Nauru es superior al 30%), en otras zonas es muy poco 





 Diabetes gestacional: la DMG en las mujeres normalmente desaparece después 
del nacimiento, como anteriormente se ha señalado. Sin embargo, las mujeres que han 
tenido DMG tienen un mayor riesgo de desarrollar diabetes en embarazos posteriores y 
de DM2 más adelante en la vida. Los bebés que nacen de madres con DMG también 
tienen un mayor riesgo de obesidad y DM2 en la adolescencia o en la edad adulta 
temprana (89, 90). 
 Antecedentes familiares: la presencia de antecedentes familiares y por tanto, 
predisposición genética, es un importante factor de riesgo. Estudios de seguimiento han 
estimado que la concordancia entre gemelos idénticos en la presencia de DM2 puede 
ser mayor del 76%, cuando se realiza un seguimiento de hasta 15 años (91).  
Desde un punto de vista genético y epigenético, el fondo genético del individuo es 
uno de los principales factores de susceptibilidad que puede determinar la respuesta 
frente a un exceso energético y el desarrollo de la DM2 (92, 93). Individuos con 
sobrepeso u obesos no desarrollan diabetes o la desarrollarán muy tarde durante su vida, 
lo que se podría considerar como individuos resistentes a la DM2. Estos individuos 
presentan las siguientes características: células β pancreáticas funcionales, niveles de 
nutrientes en sangre correctos, predomina el tejido adiposo subcutáneo frente al visceral, 
ausencia de resistencia a insulina e incremento limitado de grasa hepática, etc (94, 95). 
Sin embargo, los individuos con susceptibilidad genética al exceso calórico 
desarrollan DM2 debido a la insuficiencia de respuestas adaptativas para gestionar el 
exceso energético, presentando defectos metabólicos cruciales para el desarrollo de la 
DM2: resistencia periférica a la insulina, aumento de la producción de glucosa endógena, 
incapacidad de las células β pancreáticas para compensar el exceso energético, 
aumento en la secreción de glucagón y respuesta reducida de incretina, alteración del 
tejido adiposo subcutáneo, depósitos de tejido adiposo visceral en órganos e inflamación 





























Figura 3. Diabetes mellitus tipo 2 y sus complicaciones de acuerdo a la susceptibilidad genética. 
Individuos genéticamente resistentes son capaces de compensar el exceso energético gracias a que 
sus células β pancreáticas son funcionales. De este modo los niveles de nutrientes en sangre se 
mantienen normales sin afectar a órganos como el hígado, músculo esquelético, corazón u ovarios. Por 
el contrario, los individuos con susceptibilidad a la diabetes presentan un exceso energético que no es 
capaz de ser compensado por las células β pancreáticas y que conducen a un estrés y producción de 
lesiones a nivel de órganos. SAT= Tejido adiposo subcutáneo (subcutaneous adipose tissue. VAT= 
tejido visceral adiposo (visceral adipose tissue). NAFLD= enfermedad del hígado graso no alcohólico 
(non-alcoholic fatty liver disease). NASH=esteatohepatitis no alcohólica (non-alcoholic steatohepatitis). 
Nolan et al (2011) Lancet; 378(9786):169-8. 
 
3.5.5. Mecanismos moleculares y fisiopatología de la diabetes mellitus tipo 2 
El desarrollo de la DM2 se puede producir mediante diferentes procesos (96-98). 
En general está mediado por la resistencia a la insulina (RI) asociada a la obesidad y el 
fallo de la célula β pancreática (96). Para entender en profundidad los mecanismos 
celulares y moleculares responsables de la DM2 es necesario entender los mecanismos 




Liberación y acción de la insulina 
La liberación de insulina es un proceso indispensable en la homeostasis del cuerpo 
como respuesta al aporte energético por el consumo de alimentos. Su liberación es 
inducida principalmente en respuesta al incremento de glucemia, pero al mismo tiempo 
es regulada por diversas sustancias (hormonas gastrointestinales y pancreáticas, 
neurotransmisores del sistema nervioso autónomo, etc). La glucosa, aminoácidos, 
ácidos grasos y cuerpos cetónicos favorecen la secreción de insulina, al igual que la 
activación del receptor β2-adrenérgico y la estimulación del nervio vago, mientras que 
los receptores α2-adrenérgicos inhiben la liberación de insulina (99-101). 
La despolarización de la célula β provoca la liberación de insulina. El proceso se 
inicia con el aumento de la concentración plasmática de carbohidratos: la fructosa y la 
glucosa entran en la célula β a través del transportador de glucosa 2 (GLUT2) y el 
transportador de fructosa (GLUT5). El GLUT2 es un transportador de glucosa de baja 
afinidad, se expresa en el hígado, riñón, células β del páncreas y en la membrana 
basolateral de las células epiteliales del intestino delgado (102, 103). El GLUT-2 actúa 
como un regulador permitiendo únicamente la entrada de glucosa cuando está lo 
suficiente elevada en plasma (>70 mg/dL) como para requerir la liberación de una 
cantidad significativamente importante de insulina. Después de la ingesta de alimento, el 
hígado, por su parte, es capaz de incorporar la glucosa a través del GLUT2 para 
convertirla rápidamente en glucógeno. De forma inversa, durante el periodo postprandial 
tardío (periodo comprendido entre las 6 y 8 horas de ayuno), el glucógeno sufre una 
degradación para generar moléculas de glucosa, que salen de la célula hepática a la 
circulación sistémica, preservando de esta manera la glucemia en valores fisiológicos. 
Por lo anterior, el GLUT2 es un transportador bidireccional que puede transportar glucosa 
desde la sangre al tejido o desde el tejido hacia la sangre, según se requiera. 
Recientemente se ha descubierto que GLUT2 tiene también la capacidad de transportar 
fructosa, como el transportador clásico de fructosa GLUT5 que se expresa en las células 
de la mucosa intestinal, donde modula la absorción de fructosa desde el lumen a la célula 


































Figura 4. Visión general de la homeostasis normal de la glucosa. En ayunas, la concentración de 
glucosa en sangre está determinada por el equilibrio entre la producción endógena de glucosa (EPG); 
principalmente a través de la glucogenolisis y la gluconeogénesis hepática, y la utilización de tejidos 
independientes de insulina, como el cerebro. La EPG evita la hipoglucemia y es acompañada por un 
bajo ratio insulina/glucagón en plasma. Durante la ingesta de alimentos con hidratos de carbono, las 
concentraciones de glucosa en sangre se elevan, lo que estimula la secreción de insulina por las células 
β pancreáticas, suprimiendo la secreción de glucagón por las células α. La EPG se inhibe y la absorción 
de insulina en los tejidos periféricos como el corazón, músculo esquelético y tejido adiposo se activa. 
Procesos neurohormonales, como la secreción de incretinas tales como la GLP-1, aumenta la secreción 
de insulina y disminuye secreción de glucagón. Adapt. Nolan et al (2011) Lancet; 378(9786):169-8. 
 
 
Tras el ingreso de la glucosa (o fructosa) al interior de la célula β mediante GLUT2, 
ésta es fosforilada a glucosa-6-fosfato (G-6-P) por la glucoquinasa. Este proceso 
determina la velocidad de glucólisis y de los subsecuentes procesos oxidativos que 
culminan con el incremento en la relación ATP/ADP del citosol. La despolarización de la 
célula ocurre a causa del cierre de los canales de K+ sensibles a ATP (KATP), 




citosólico. Finalmente, ello induce la fusión de la vesícula exocítica que contiene insulina 
con la membrana plasmática (99, 105). 
El canal KATP es un octámero compuesto de cuatro subunidades Kir 6.2 y cuatro 
SUR1. La subunidad Kir 6.2 se encarga de la respuesta inhibidora inducida por la unión 
con ATP. La subunidad SUR1 tiene sitios de unión para el ADP y el diazóxido (que 
favorecen la apertura del conducto), así como para las sulfonilureas y meglitinida (ambas 
inhiben la apertura del conducto). Mutaciones en estas subunidades alteran la liberación 
de insulina (106).  
Transducción de señales del receptor de insulina 
La insulina es un miembro de la familia de péptidos denominada “factores de 
crecimiento insulinoides”. El receptor de insulina está presente en todas las células de 
los mamíferos y está conformado por dos unidades α y dos subunidades β. Las 
subunidades α son extracelulares y tienen el sitio de unión a ligando, mientras que las 
subunidades β atraviesan la membrana, tienen un dominio con varios residuos de 
tirosina, un dominio tirosina quinasa y un sitio de unión de ATP. Cuando se une la insulina 
al receptor, la subunidad α influye en la β para accionar la tirosina quinasa, la cual se 
autofosforila en residuos de tirosina, iniciando la actividad quinasa contra otras proteínas, 
como pueden ser los sustratos proteicos del receptor de insulina (IRS-1 a 4) que junto 
con la proteína Shc participan como proteínas de andamiaje para otras. 
El receptor de la insulina se internaliza inmediatamente tras la unión de la insulina, 
lo que puede llevar a su degradación o reciclaje (107). La actividad de la tirosina quinasa 
disminuye por el AMPc o la fosforilación de residuos de serina/treonina en la subunidad 
β. Además, las diversas quinasas serina/treonina también fosforilan los IRSs como 
mecanismo de retroalimentación negativa del receptor a insulina (108-110).  
Existen dos isoformas del receptor para insulina, IR-A e IR-B. En el músculo y 
páncreas se expresa principalmente el receptor IR-A y es colocalizado con el IRS-1, 
mientras que en el hígado, el tejido adiposo y en los riñones se expresa el IR-B junto con 
el IRS-3. La vía transduccional de cada receptor lleva a dos señales distintas, el IR-A 
señaliza fundamentalmente vías antiapoptóticas, mientras que el IR-B señaliza la 
diferenciación celular (111). El efecto de la insulina sobre las células β promueve la 




Los IRS participan en la señalización de la insulina para el crecimiento, 
supervivencia y metabolismo. Los IRS pueden activar a la fosfatidilinositol-3-quinasa 
(PI3K), cuyo resultado es activar diferentes proteínas, entre ellas la proteína quinasa B 
(PKB/Akt), la cual, dentro de sus funciones, activa factores de transcripción y la síntesis 
de glucógeno. Variantes genéticas como el polimorfismo Gly972Arg presente en el  IRS-
1, determina un defecto en un sitio de unión de PI3K lo que ocasiona una disminución 
en la secreción de insulina por la célula β pancreática en respuesta a glucosa (112). 
 
3.5.5.1. Resistencia a insulina en la diabetes mellitus tipo 2 
La resistencia a la insulina (RI) es un estado patológico en el que las células que 
ordinariamente responden a la insulina dejan de hacerlo. Los individuos con RI están 
predispuestos al desarrollo de DM2, además de asociárseles frecuentemente con un 
número importante de desórdenes de salud entre los que se encuentran la obesidad, la 
hipertensión, dislipemia y la inflamación crónica. 
De manera general, la RI se manifiesta por una disminución en el transporte de 
glucosa inducido por la insulina en adipocitos y músculo esquelético, un aumento de la 
producción de glucosa hepática y alteraciones en el metabolismo de lípidos en tejido 
adiposo y hepático. A nivel molecular, los mecanismos por los que se genera la RI 
pueden ser múltiples y variar de un individuo a otro. 
La RI es la consecuencia de una deficiente señalización de la insulina causada por 
mutaciones o modificaciones post-traduccionales en el receptor de insulina o moléculas 
efectoras downstream del mismo. En algunos casos la RI se debe a un defecto en la 
unión de la insulina a su receptor, pero más a menudo se atribuye a alteraciones 
posteriores a la unión de la insulina, que alteran desde la funcionalidad de su receptor 
hasta la actividad de proteínas localizadas downstream del mismo y que desempeñan 
funciones importantes en la señalización de la insulina (113, 114). 
Entre las alteraciones más comunes se encuentran la disminución en el número de 
receptores y de su actividad quinasa, un aumento en el estado de fosforilación en 
residuos de Ser/Thr de proteínas clave como el receptor y su sustrato, la disminución de 
la actividad de las quinasas PI3K y Akt, y defectos en la expresión y función del 




De estas alteraciones el aumento en la fosforilación en residuos de Ser/Thr a nivel 
del receptor de insulina y de IRS, ha sido considerado como uno de los mecanismos 
clave en el desarrollo de la RI. Un aumento en el estado de fosforilación de ambas 
proteínas puede alterar su asociación a otras proteínas, bloquear sitios de fosforilación 
en Tyr, disminuir su activación e inducir su degradación (113, 115). La importancia de un 
aumento en el estado de fosforilación en residuos de Ser/Thr de las proteínas IRS 
también ha sido documentado en estudios clínicos, en donde se ha demostrado que en 
hígado, músculo y tejido adiposo de pacientes obesos (tejidos que desempeñan un papel 
importante en el desarrollo de la RI), la expresión de las proteínas IRS-1 disminuye 
alrededor del 54%, y este aumento en la degradación de IRS puede estar dado por un 
aumento en la fosforilación de residuos de Ser/Thr en IRS (116). 
Varios agentes y condiciones metabólicas se han descrito como inductores de la 
RI. Los más comunes son los ácidos grasos libres (FFAs) y sus metabolitos; el factor de 
necrosis tumoral-α (TNF-α) y otras citoquinas, hormonas catabólicas (como la epinefrina, 
el glucagón y la angiotensina II), y hormonas secretadas por el tejido adiposo como la 
resistina. De esta forma parece que la resistencia a la insulina es consecuencia de la 
acción de una multitud de diferentes inductores. Por ejemplo, el incremento en la 
concentración plasmática de FFAs se encuentra asociado con muchos estados de RI, 
incluyendo obesidad y DM2. Inicialmente, el incremento en la concentración plasmática 
de FFAs, induce RI por la inhibición del transporte de glucosa estimulado por la insulina, 
que es seguido por una reducción en la síntesis de glucógeno en músculo y la oxidación 
de la glucosa.  
Estudios a nivel molecular han determinado que el incremento en la concentración 
de FFAs puede llevar a cambios en la expresión del receptor de insulina y alterar, tanto 
la unión de la insulina con el receptor como el estado de fosforilación de su dominio de 
quinasa (117). Así mismo, pueden inhibir la activación de la enzima PI3K dependiente 
de IRS-1. La inhibición de la PI3K por FFAs ha sido asociada a un aumento en la 
fosforilación en residuos de Ser/Thr del IRS-1. Recientemente se ha descrito que los 
FFAs también pueden alterar la activación de Akt debido a un aumento en la cantidad de 
ceramida y diacilglicerol en células musculares en cultivo (115). 
Por otro lado, la acumulación de triglicéridos en depósitos viscerales de manera 




oxidación lipídica mitocondrial en pacientes con DM2 a nivel del musculo esquelético 
(118). PGC-1 (PPAR-γ coactivator 1), factor de transcripción para genes implicados en 
la oxidación mitocondrial de ácidos grasos y síntesis de ATP, presenta una disminución 
en su expresión en pacientes jóvenes, delgados y con antecedentes familiares con DM2 
(119). Esto sugiere un posible defecto hereditario en la fosforilación oxidativa 
mitocondrial que explicaría la acumulación lipídica celular. Estudios de expresión génica 
han mostrado una disminución en la expresión de PGC-1 y genes relacionados que 
podrían afectar a la función mitocondrial en pacientes con RI y DM2 (120, 121).  
 
3.5.5.2. Disfunción de la célula β en la diabetes mellitus tipo 2 
Independientemente de los factores causales y los mecanismos patogénicos 
implicados en la disfunción de la célula β, una vez tiene lugar la aparición clínica de la 
enfermedad, la disminución gradual de la función/masa de las células β durante la 
historia natural de la misma, contribuye al deterioro continuo del control metabólico. 
Varios factores puden contribuir a la progresiva pérdida de función/masa de la célula β 
en pacientes con DM2 (122): 
  Hiperglucemia-Glucotoxicidad 
Las células β son extremadamente sensibles a las concentraciones de glucosa en 
sangre; por ello, cambios en la homeostasis de glucosa influyen en la función y dinámica 
de la célula β. Además, la exposición crónica a altas concentraciones anómalas de 
glucosa en sangre tiene efectos perjudiciales en la síntesis/secreción de insulina, en la 
supervivencia celular y la sensibilidad a la insulina (“glucotoxicidad”). Todo ello a su vez 
produce hiperglucemia y, finalmente, el círculo vicioso de deterioro continuo de la función 
de células β. La glucotoxicidad implica cambios irreversibles en los componentes 
celulares relacionados con la producción/secreción de insulina (123): 
a) La exposición prolongada a altas concentraciones de glucosa causa la pérdida 
gradual de expresión en el gen de la insulina y principales reguladores de la actividad 
promotora de la misma. Estos procesos están mediados, al menos en parte, por el estrés 
oxidativo (124-126). 
b) Las células β expuestas a un aumento en la secreción de insulina requieren una 




conduciendo a un estrés celular (93). El estrés del RE genera una acumulación de 
proteínas desplegadas y supone la pérdida de la funcionalidad del mismo. En casos de 
estrés crónico, se produce la muerte de las células β a través de mecanismos de 
apoptosis. Además de la glucosa, FFAs y el polipéptido amiloide de los islotes (IAPP) 
son factores desencadenantes de estrés en el RE (127).  
c) La hiperglucemia a largo plazo aumenta el flujo metabólico hacia la mitocondria e 
induce la generación excesiva de especies reactivas de oxígeno (ROS), conduciendo a 
un estrés oxidativo crónico (126). Estudios clínicos apuntan que los pacientes diabéticos 
presentan mayor cantidad de pro-oxidantes y marcadores de daño oxidativo tisular (128, 
129). Además, el estrés oxidativo también podría estar implicado en la RI inducida por la 
hiperglucemia, repercutiendo en la función de la célula β (130). 
d) La hiperglucemia crónica conduce a la disminución en el número de mitocondrias 
y a cambios en su morfología (aumento de volumen, reducción de proteínas de 
membrana interna, etc) en las células β. Estos cambios se asocian con defectos en la 
secreción de insulina estimulada por glucosa (GSIS) así como una disminución en la 
capacidad de transporte de Ca2+ o generación de ATP (131, 132). Además, la alteración 
en la homeostasis de Ca2+ influye negativamente sobre el crecimiento/función de las 
células β y en las vías de secreción de insulina (132).  
e) Existe evidencia que la hiperglucemia crónica induce una respuesta inflamatoria 
no inmune en los islotes pancreáticos (producción de interleucina (IL) -1β, factor NF-Kb, 
etc.). Las señales pro-inflamatorias desencadenarían la apoptosis de las células β 
mediante mecanismos asociados a oxidación y el estrés en el RE (93, 133, 134). 
  Lipotoxicidad 
La diabetes se asocia a menudo con cambios en los perfiles de lipoproteínas y el 
aumento en las concentraciones de FFAs (122). La exposición prolongada a niveles 
elevados de FFAs (resultantes de la lipolisis del adipocito o hidrólisis de lipoproteínas) 
pueden tener efectos negativos sobre la célula β al promover la acumulación de estos 
metabolitos tóxicos en los islotes pancreáticos (“lipotoxicidad”) (92, 125, 134). Sin 
embargo, hay estudios (procedentes de experimentos in vitro e in vivo) que indican que 
los efectos negativos de los lípidos sobre la célula β se producen solo en presencia de 




mitocondria produciéndose la acumulación de long-chain acyl coenzyme A (CoA) en el 
citoplasma (“glucolipotoxicidad”) (93, 135). Varios son los mecanismos por los cuales los 
ácidos grasos pueden afectar a la función y supervivencia de las células β (125). 
La acumulación de compuestos lipídicos puede afectar al metabolismo de las 
células β, directa o indirectamente, a través de señales lipídicas (134). La exposición 
prolongada a altas concentraciones de ácidos grasos bajo condiciones de hiperglucemia 
disminuye la expresión génica y la secreción de insulina (125). Aunque la mayor parte 
de los estudios se ha centrado en los efectos de los FFAs sobre la función de las células 
β, nuevos datos sugieren que el metabolismo del colesterol/fracciones lipoproteicas 
puede también desempeñar un papel en la insuficiencia de la célula β. Se ha demostrado 
que lipoproteinas de baja densidad (LDL) pueden inducir apoptosis, y la LDL-oxidada 
reduce los niveles de expresión de la pre-proinsulina en células β aisladas mientras que 
las lipoproteínas de alta densidad (HDL) son protectoras (136, 137). Así, nuevos estudios 
apuntan a que las lipoproteínas parecen ser importantes moduladores de la función y 
supervivencia de la célula β (138). 
 Autoinmunidad e Inflamación 
El papel de la autoinmunidad en la DM1 es conocido desde hace mucho tiempo. 
Sin embargo, algunos fenotipos de DM2 también presentan marcadores de 
autoinmunidad que se correlacionan con la función de las células β, sugiriendo un posible 
papel del sistema inmunológico en la patogénesis de la DM2 (139-141). Las células β de 
los islotes están metabólica e inmunológicamente sobre reguladas cuando están 
expuestas a hiperglucemia (142). Se ha indicado que aproximadamente el 10% de 
individuos con DM2 presenta autoanticuerpos específicos de la diabetes, aunque el 
porcentaje es mayor en individuos de edad joven y delgados (143). Datos recientes 
identificaron individuos DM2 con respuestas de célula T reactiva contra antígenos del 
islote que se correlacionaron con una función inferior de las células β (141).  
Un mecanismo patogénico que induce una respuesta inflamatoria en los islotes 
pancreáticos en pacientes con DM2 es el estrés metabólico crónico, debido a los altos 
niveles de glucosa en sangre y FFAs (aumento de citoquinas y quimiocinas). La citoquina 
IL-1β juega un papel crucial al regular muchas otras citoquinas proinflamatorias (TNF-α 
o IL-6) y quimiocinas (CXCL-1, MCP-1 o MIP1-α) (144). La producción incrementada de 




parte, factores derivados del tejido adiposo (adipoquinas proinflamatorias) pueden tener 
efectos locales y sistémicos en el metabolismo y contribuir a la inflamación crónica (145). 
Esta situación induce la disfunción y muerte de las células β, siendo un factor de riesgo 
para la autoinmunidad. Así pues, en la DM2 los posibles procesos de autoinmunidad en 
los islotes pancreáticos serían el resultado de respuestas inflamatorias crónicas 
asociadas con la obesidad, factores de estrés metabólico y de estrés de las propias 
células β (140). 
 Adipoquinas 
Las adipoquinas incluyen una gran variedad de péptidos liberados por el tejido 
adiposo. Algunas actúan como citoquinas proinflamatorias y otras tienen efectos 
protectores sobre la función y supervivencia de la célula β (82). La leptina puede inducir 
inflamación y apoptosis, ejerciendo efectos directos sobre el páncreas a través de sus 
receptores. Ello conduce a la inhibición de la GSIS y la disminución de los niveles de pre-
proinsulina. Otras citoquinas liberadas por los adipocitos (IL-6 y TNF-α) también pueden 
modular la supervivencia de la célula β. Por otro lado, la adiponectina está relacionada 
estructuralmente con TNF-α y se ha visto que presenta efectos beneficiosos: acciones 
sensibilizadoras a insulina (principalmente en hígado), promueve la función y 
supervivencia de las células β y tiene efectos anti-inflamatorios locales y sistémicos (146). 
A nivel de las células β, la adiponectina actúa a través de sus receptores y parece 
aumentar la GSIS (147). Su efecto principal parece ser anti-apoptótico a través de la 
activación de quinasas pro-supervivencia y la reducción de los niveles de ceramida 
intracelulares (148). Otra adipoquina, visfatina, originalmente conocida como un 
mimético de la insulina, se ha demostrado que mejora la secreción de insulina, la 
proliferación de las células β e inhibe la apoptosis, posiblemente a través de la regulación 
de la expresión de PDX-1 (pancreas duodenum homeobox-1) (149). 
 Depósito de sustancia amiloide 
La hipersecreción de depósito intracelular de polipéptido amiloide de los islotes 
pancreáticos (islet amyloid polypeptide, IAPP) ha sido una característica patológica de la 
DM2, siendo considerablemente estudiado su papel en la muerte de la célula β. El IAPP 
es un producto de las células β que es almacenado con la insulina en gránulos 
secretores. Su función no es del todo conocida pero parece que limita la GSIS y tiene un 




agregados, primero tiene que adquirir conformación de hoja β, posteriormente formar 
precipitados de IAPP con forma de agregados amorfos y finalmente, fibrillas (152). 
Aunque la agregación empieza intracelularmente, la mayoría de fibrillas de amiloide se 
encuentran en el espacio extracelular donde forma los típicos depósitos. Una alta 
demanda en la secreción de insulina puede dar lugar a una proteína mal plegada en el 
RE, alteraciones de su procesamiento (en los gránulos secretores) y su posterior tráfico 
en las células β. Las moléculas de insulina (pero no la proinsulina) parecen formar 
complejos heteromoleculares que estabilizan el IAPP e inhiben la formación de la fibrilla 
de amiloide. En pacientes diabéticos se ha observado un aumento en la relación 
proinsulina/insulina que afectaría a la formación de las fibrillas. Se ha sugerido que un 
aumento en las concentraciones de glucosa y lípidos favorece la formación de las fibrillas 
de amiloide. Los mecanismos por los que la formación del amiloide están relacionados 
con la disfunción celular y muerte de la célula β todavía son desconocidos. Algunos 
estudios han indicado que pequeños oligómeros y fibrillas más grandes son más 
citotóxicos. La generación de iones ROS podría perturbar la cinética en la secreción 
normal de insulina y producir la muerte de las células β (150). Recientes estudios apuntan 
a que la agregación de IAPP activa la producción de IL-1β y a través del estrés del RE, 
induce apoptosis y muerte de las células β (151, 153). Así pues, una fuerte correlación 
existe entre el depósito de amiloide y la reducción de la superficie junto con el aumento 
de la apoptosis en las células β (154). 
 Incretinas 
Los efectos positivos de las incretinas sobre la función y masa celular de las células 
β son conocidos (155, 156). Mediante la unión a receptores específicos de las células β, 
aumenta el AMP cíclico intracelular (cAMP), el calcio y estimulan la GSIS (156-158). 
También regulan varios genes específicos incluyendo la proinsulina, la glucoquinasa y 
transportadores de glucosa. Además, se ha demostrado que GLP-1 (“glucagon-like 
peptide-1”) impide la glucolipotoxicidad a través de la activación de PKB (159). Así, las 
incretinas protegen y mejoran la función de la célula β. Los mecanismos moleculares que 
están detrás de los efectos positivos de las incretinas no son del todo conocidos pero los 
datos indican que cAMP/PKA, vías de señalización PI3K/PKB o factores de transcripción 
como el PDX-1, estarían implicados (160). En la DM2, se produce tanto un deterioro en 
la liberación de incretina como una resistencia a su acción, contribuyendo de manera 




hiperglucemia altera el efecto de la incretina debido a una bajada en la regulación y una 
desensibilización de sus receptores específicos (156).  
 
3.5.6. Mortalidad y coste sanitario de la diabetes mellitus tipo 2 
Una de cada diez muertes de adultos en Europa puede atribuirse a la diabetes 
(619.000 en 2013) según la FID. La gran mayoría (90%) de estas muertes se produjeron 
en personas mayores de 50 años, lo que refleja en parte la distribución por edades de la 
población, pero también puede estar relacionado con la mejora de las tasas de 
supervivencia debido a los sistemas de salud más eficaces. La mortalidad por diabetes 
en las mujeres es ligeramente superior que en los hombres (329.000 frente a 289.000, 









Figura 5. Muertes debidas a diabetes en Europa, 2013. Porcentaje de todas las causas de mortalidad 
debida a la diabetes por edad y sexo en Europa según la Federación Internacional de Diabetes (FID).  
 
Además, existe un claro aumento de la mortalidad según los factores de riesgo, 
siendo mayor con la presencia de RI e hiperglucemia (Figura 6). 
 
Figura 6. Efecto sobre la mortalidad de los factores de riesgo clásicos (azul) frente a los efectos 





Los resultados del estudio SECCAI (“Spain estimated cost Ciberdem-Cabimer in 
Diabetes”) estiman que el coste directo total anual de la DM ascendió a 5.809 millones 
de euros, representando el 8,2% del gasto sanitario total en 2012 (162); proporción muy 
elevada del total del gasto sanitario español. Esto hace necesario introducir estrategias 
y medidas para mejorar la eficiencia en el control y el tratamiento de la DM reduciendo 
así sus complicaciones y los enormes costes humanos y económicos asociados a la 
enfermedad (Figura 7). En el caso concreto de la DM2, un estudio observacional 
descriptivo en una muestra de población española estimó que el coste en salud anual se 




























Figura 7. Costes directos relacionados con la diabetes mellitus y sus complicaciones (% sobre 
el total). AMGC: automonitorización de glucemia capilar; AP: atención primaria; DM: diabetes mellitus; 




4.  GENÉTICA DE LA DIABETES MELLITUS TIPO 2 
La DM2 es una enfermedad compleja en la cual intervienen múltiples factores 
ambientales y genéticos. El conocimiento sobre los genes implicados en la patogénesis 
de la enfermedad ha incrementado sustancialmente en los últimos años. Aunque más de 
100 loci asociados a la DM2 o parámetros glucémicos han sido descritos, sólo una 
pequeña parte del componente genético de la enfermedad es explicado, y las variantes 
causantes y genes afectados son desconocidos para la mayoría de los loci (163). 
 
4.1. El factor ambiental en la diabetes mellitus tipo 2 
Si bien los factores genéticos son importantes en la DM2, es obvio que los factores 
ambientales juegan un papel clave en el desarrollo de la enfermedad. El cambio hacia 
un estilo de vida occidental durante los últimos 50 años ha provocado una epidemia 
mundial incrementando la prevalencia de la DM2 y la obesidad (definida por el índice de 
masa corporal, IMC en kg/m2). Los últimos estudios apuntan que en la Unión Europea 
entre el 30-70% de los adultos tiene sobrepeso (IMC >25 kg/m2) y entre el 10-30% 
obesidad (IMC >30 kg/m2) (164). Estos cambios han ocurrido en un periodo relativamente 
corto de tiempo, la mayoría debido a cambios en la dieta y la actividad física; por lo que 
nuestros genes no han cambiado. Sin embargo, se han descrito diferentes factores 
genéticos moduladores del riesgo de desarrollar DM2 que aumentan su efecto con el 
aumento del IMC. Esto no significa que el papel de la genética sea menor en el desarrollo 
de la enfermedad, pues nuestra respuesta a la nueva situación ambiental o a cada 
situación particular está determinada genéticamente. Una razón probable es que la 
selección haya favorecido genotipos conservadores de energía (energy-preserving 
genotypes), para poblaciones que viven en ambientes con un abastecimiento inestable 
y escaso de alimentos, maximizando el almacenaje energético y así, la probabilidad de 
supervivencia (165). Por lo que en el mundo occidental los individuos con estos genotipos 
tendrían un riesgo mayor de desarrollar enfermedades relacionadas con el metabolismo 
energético como obesidad o diabetes. 
 
4.2. Heredabilidad de la diabetes mellitus tipo 2 
Aunque factores ambientales, como el estilo de vida y la dieta, estan implicados en 




este proceso. Entre el 15-25% de los casos con antecedentes de primer grado de DM2, 
desarrollan intolerancia a la glucosa o diabetes (166). 
Los estudios entre gemelos dicigóticos y monocigóticos han sido claves para 
estudiar el componente genético de la enfermedad. Diversos estudios han cuantificado 
la heredabilidad de la DM2 y de parámetros relacionados. La concordancia entre 
gemelos idénticos en la presencia de DM2 o intolerancia a la glucosa es superior al 60% 
en estudios transversales, pudiendo llegar al 76% y al 96%, respectivamente, si se 
realiza seguimiento hasta de 15 años (91, 167).  
La genética de la DM2 ha ido avanzando de acuerdo a la tecnología. Ahora, con la 
secuenciación de nueva generación, se espera obtener información importante en 
variantes con fuerte efecto. No obstante, y hasta el momento, se han realizado diferentes 
estudios genéticos (estudios de ligamiento, genes candidatos, estudios de asociación de 
todo el genoma (GWAS), meta-análisis, etc.) con la finalidad de desgranar el componente 
genético de la enfermedad.  
 
4.3. Análisis de ligamiento genético en familias 
El objetivo del mapeo genético es la identificación de variantes en el genoma que 
incrementen la susceptibilidad a una enfermedad o que afecten a parámetros fisiológicos 
de ésta. Los métodos usados para mapear genes causantes de enfermedad han ido 
evolucionando en las últimas décadas. El método tradicional de mapeo génico es el 
denominado análisis de ligamiento. El objetivo es identificar la ubicación aproximada del 
gen con respecto a otra secuencia de ADN o marcador genético de posición conocida, 
basándose en el principio de desequilibrio de ligamiento en familias afectadas por la 
enfermedad. 
Esta estrategia ha sido útil para mapear enfermedades genéticas con una fuerte 
penetrancia y con un modo de herencia conocido. Sin embargo, esta técnica es menos 
útil para identificar genes implicados en enfermedades complejas, como la DM2. Sólo 
algunos genes han sido identificados utilizando el análisis de ligamiento: CAPN10 





CAPN10, presente en el cromosoma 2, fue mapeado por análisis de ligamiento y 
descrito como gen de susceptibilidad para DM2 (168). Posteriormente, varios meta-
análisis y GWAS han confirmado la asociación de CAPN10 con DM2 (169, 170). Por otro 
lado un número de polimorfismos de un sólo nucleótido (SNPs) en TCF7L2, localizado 
en el cromosoma 10, han sido asociados con DM2 y confirmados en diferentes grupos 
étnicos (171-174). 
 
4.4. Estudio de genes candidatos 
La identificación de genes implicados en DM2 también se ha hecho utilizando 
pruebas de asociación en estudios casos-control y poblacionales, en lugar de con 
familias. Hasta hace un tiempo, la única estrategia viable ha sido estudiar los genes 
candidatos que tenían una alta probabilidad de afectar al rasgo de estudio en base a la 
función conocida del gen. Aunque se han realizado una gran cantidad de estudios de 
este tipo, sólo 6 genes han sido asociados con DM2: PPARG (peroxisome proliferator-
activated receptor gamma) (175), IRS1 (insulin receptor substrate 1) (176), KCNJ11 
(potasium inwardly-rectufying cannel, subfamiliy J, member 11) (106), WFS1 (Wolfram 
síndrome 1) (177), HNF1A (HNF1 homeobox A), y HNF1B (HNF1 homeobox B) (178).  
El gen PPARG, codifica para el receptor nuclear PPAR-ƴ y está asociado con DM2. 
El receptor PPAR-ƴ es una molécula diana para compuestos de tiazolidinediona, una 
clase de drogas utilizadas en el tratamiento de la DM2. La presencia de un SNP en este 
gen produce el cambio de una prolina por una alanina en la posición 12 de la proteína y 
se calcula que está presente en el 15% de la población europea. Esta variación está 
asociada con un aumento de la actividad transcripcional, un incremento en la sensibilidad 
a la insulina, y una protección frente a la DM2 (175).  
IRIS1 codifica para una proteína la cual es fosforilada por el receptor tirosina 
quinasa de insulina y es esencial para la función de la insulina. La asociación entre un 
SNP (Gly972Arg) y la DM2 fue descrito por primera vez en 1993 y ha sido replicada en 
posteriores GWAS (176).  
Además, se ha demostrado que variantes comunes presentes en genes causantes 
de enfermedades monogénicas incrementan el riesgo de DM2; es el caso de SNPs 




El gen KCNFJ11 codifica una proteína que forma parte de un canal de potasio 
sensible a ATP (K+-ATP) el cual regula el potencial de membrana y por tanto, la secreción 
de insulina dependiente de glucosa en células β pancreáticas. Mutaciones en este gen 
causan graves diabetes neonatales (42). Por otro lado, el SNP Glu23Lys se ha asociado 
con deterioros en la secreción de insulina y con DM2 (106), siendo confirmada esta 
asociación por posteriores meta-análisis y GWAS (179, 180). WFS1 codifica para 
Wolframin a, una proteína que es detectada en pacientes con el síndrome de Wolfram, 
siendo una de las características la diabetes juvenil. Posteriores estudios de genes 
candidatos, de asociación y meta-análisis han confirmado su asociación con DM2 (177, 
181, 182). Mutaciones en HNF1A son causantes de la diabetes tipo MODY más frecuente 
en los países europeos, MODY3 (mature onset diabetes of the young 3). Estudios 
prospectivos y GWAS realizados en los últimos años han mostrado que variantes 
comunes en este gen disminuyen su actividad transcripcional e incrementan el riesgo de 
desarrollar DM2 (178, 183, 184). HFN1B es un factor de transcripción que puede 
heterodimerizar con HNF1A. Mutaciones en HFN1B son causantes de MODY5. 
Variantes en este gen se han asociado también a DM2 (185, 186).  
 
4.5. Estudios de asociación de genoma completo (GWAS) 
El rápido desarrollo de las plataformas de genotipado de SNPs ha permitido 
estudiar millones de SNPs simultáneamente, abriendo nuevas posibilidades para los 
estudios de asociación. El Projecto HapMap ha proporcionado otra herramienta 
importante y ha demostrado que el genotipar alrededor de 500.000 SNPs es suficiente 
para cubrir entorno al 75% de las variantes comunes (frecuencia del alelo minoritario, 
MAF >5%) en el genoma (187).  
Los primeros resultados del primer GWAS de DM2 fueron publicados en 2007 por 
Sladek et al (188). En este estudio se analizaron 661 casos y 614 controles, de población 
francesa, y se identificaron dos nuevos loci: HHEX (hematopoietically expressed 
homeobox) y SLC30A8 (solute carrier family 30, member 8). A continuación, otros 4 
estudios en población Europea fueron publicados incluyendo: Welcome Trust Case 
Control Consortium (189), Diabetes Genetics Initiative Study (190), FUSION genetic 
study (191) y otro por Steinthorsdottir et al. (192). Genes como IGF2BP2 (insulin-like 
growth factor 2 mRNA binding protein 2), CDKN2A/CDKN2B (cyclin-dependent kinase 




protein 1-like 1) fueron identificados en estos GWAS. Además, numerosos loci descritos 
anteriormente fueron confirmados.  
Posteriormente, también se han publicado otros estudios de GWAS en población 
no europea (193-196). SNPs en genes como KCNQ1 (KQT-like subfamily, member 1), 
PTPRD (protein tyrosine phosphatase, receptor type D) o YY1AP1 (YY1 associated 
protein 1), entre otros, se asociaron con DM2.  
 
4.6. Estudios de meta-análisis a gran escala (Large-scale meta-
analysis of genome-wide association studies) 
Los estudios de meta-análisis combinan los resultados de diferentes GWAS, 
permitiendo aumentar así el número de individuos en el estudio. El primero de ellos fue 
DIAGRAM consortium donde se hizo un análisis combinado de 3 GWAS (Diabetes 
Genetics Initiative, FUSION y Welcome Trust Case Control Consortium). Posteriormente 
DIAGRAM consortium fue ampliado con otros GWAS y como resultado se descubrieron 
nuevos loci asociados a la enfermedad (196). A continuación, se muestran aquellas 
variantes comunes (MAF >0,05) asociadas a DM2 e identificadas mediante estudios de 
GWAS (Tabla 5). 
En el Meta-analysis of Glucose and Insulin-Related Traits (MAGIC) Consortium se 
combinaron 21 GWAS procedentes de población europea y se descubrieron 9 loci 
nuevos asociados con glucosa o concentraciones de insulina (197). Entre estos genes 5 
se asociaron también a DM2: GCK (glucokinase hemokinase 4), DGKB-TMEM195 
(diacylglycerol kinase, beta 90KDa-transmembrane protein 195), GCKR (glucokinase 
hemokinase 4 regulator), ADCY5 (adenylate cyclase 5) y PROX1 (prospero homeobox 
1). 
 El último meta-análisis realizado ha incorporado otros grupos étnicos, además del 








Tabla 5. 88 variantes genéticas asociadas a la DM2 (P<10-8). 
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Figura 8. Manhattan plot. El meta-análisis recoge 26.488 casos y 83.964 controles DM2 de Europa, Asia 
Oriental, Asia del Sur, y de ascendencia mexicana y mexicoamericana. Se seleccionaron 2,5 millones de 
SNPs autosómicos del proyecto HapMap. Los loci previamente establecidos como de susceptibilidad a 
DM2 se señalan en rojo. *Nuevos loci de susceptibilidad identificados tras el meta-análisis (P<5x 10-8) 
después de la validación con 21.491 casos y 55.647 controles de ascendencia europea, se representan 
en verde. Los loci que mostraron significación nominal en el meta-análisis, pero no alcanzaron significación 
en todo el genoma tras de la validación, están señalados en amarillo. Adapt. Mahajan et al. (2014). Nat 




En resumen, y por todo lo expuesto anteriormente, la DM2 es una enfermedad 
compleja en la que interactúan tanto factores genéticos como ambientales determinando 
la resistencia a insulina y el fallo en la función de la célula β (Figura 9). Los genes 
implicados en el correcto funcionamiento del metabolismo glucídico y su regulación son 
muy numerosos. Así, la presencia de variantes genéticas en un gran número de genes 
implicados en ellos podrían conllevar alteraciones en los mismos y causar DM, pudiéndo 




Figure 9. Esquema global de los factores patogénicos implicados en el desarrollo de diabetes 
mellitus tipo 2. Como enfermedad compleja, la DM2 es debida a una combinación de factores 
ambientales, genéticos y epigenéticos, que interaccionan conjuntamente para producir la resistencia 





5.  NUEVAS ESTRATEGIAS PARA EL ESTUDIO GENÉTICO DE LA 
DIABETES MELLITUS TIPO 2 
La información obtenida de los estudios genéticos realizados ha permitido que se 
abran nuevas posibilidades para entender la DM2, su prevención, tratamiento y el 
desarrollo de nuevas áreas de investigación (96). Los estudios GWAS realizados hasta 
el momento tienen varias limitaciones, pero la principal es que sólo permiten identificar 
la asociación de polimorfismos frecuentes o PFs (MAF >0,05). Estos polimorfismos, 
mayoritariamente, tienen un efecto pequeño sobre el fenotipo (odds ratio (OR) entre 1,1 
y 1,5) (199, 200). Los polimorfismos poco frecuentes o PPFs (MAF <0,05) y con un efecto 
funcional fuerte podrían explicar parte del componente genético de la DM2 y presentar 
ORs mayores de 3 o 4 (201). La asociación de estos PPFs con DM2 y de muchos de los 
loci que los contienen no ha sido identificada hasta el momento.  
Los PPFs son muy numerosos en nuestro genoma y pueden representar más del 
50% de los polimorfismos. La mayoría de los polimorfismos funcionales son raros (95%) 
y normalmente proceden de eventos recientes en la historia humana; posiblemente por 
una fuerte expansión y falta de una selección de la población (202, 203). Un grupo de 
ellos podría tener un efecto funcional relevante en relación al desarrollo de la DM2 (204-
207). Por tanto, es importante su estudio en cada población dado que en diferentes 
poblaciones existen diferentes variantes y el número de variantes en cada individuo es 
elevado (208-210). 
Debido a los escasos resultados obtenidos hasta la actualidad se deben plantear 
nuevas estrategias para abordar el estudio del genoma y otras aproximaciones en el 
análisis de datos, que permitan sobrepasar las limitaciones de los estudios genéticos 
realizados hasta el momento en relación a la genética de las enfermedades complejas, 
entre las que se encuentra la DM2 (211, 212). En este sentido tres posibles estrategias 
relevantes emergen con el objetivo de hacer frente a estos estudios: a) la identificación 
de variantes genéticas en el exoma; b) estudio de polimorfismos PPFs y variantes raras; 





5.1. Identificación de variantes genéticas en el exoma 
La tecnología de secuenciación de nueva generación ha tenido un gran desarrollo 
en los últimos años convirtiéndose en una herramienta de gran potencial para realizar 
estudios genéticos de secuenciación. Una aplicación que resulta de gran interés es la 
secuenciación completa del exoma.  
El estudio del exoma resulta especialmente interesante dado que más del 90% de 
las mutaciones y polimorfismos asociados a enfermedades se sitúan en las regiones 
codificantes de proteínas, y por tanto, en el exoma (213, 214). Además, el análisis de 
polimorfismos distribuidos en todo el genoma muestra una mayor concentración de 
polimorfismos asociados con enfermedades complejas en el exoma frente al resto (209, 
215). El estudio del exoma también permite analizar aquellas alteraciones que modifican 
el splicing del ARN y se encuentran en las regiones intrónicas contiguas a los exones 
(216, 217). A pesar de que existen otras regiones del genoma de gran interés cuyo 
análisis es muy importante, los resultados esperables son menos prometedores siendo 
el coste de estos estudios más elevado en la actualidad. 
El número de polimorfismos en el exoma es muy elevado: en el estudio de 200 
exomas, 120.000 polimorfismos de los que 53.000 eran SNPs codificantes no descritos 
previamente; sospechándose que hay muchos más por identificar, principalmente PPFs 
(209, 215, 218). Es importante remarcar el elevado número de variantes de pérdida de 
función presentes en cada persona, hasta 250-300 en todos los genes identificados y 
entre 50 y 100 en genes causantes de enfermedades hereditarias (208).  
 
5.2. Estudio de polimorfismos de baja frecuencia y variantes raras 
Los principales estudios realizados hasta el momento se basan en el análisis de 
PFs en la población, es decir el estudio de aquellos que tienen una MAF superior al 5 o 
al 10 % (178, 219-222). Estos estudios se basan en la hipótesis conocida como Common 
Disease, Common Variant, si bien, en la actualidad tiene cada vez más fuerza la hipótesis 
Common Disease, Rare Variants debido a la búsqueda de la “heredabilidad perdida” o 
no encontrada (199, 221). 
En vista a los resultados obtenidos hasta el momento, cada vez parece más claro 




frecuencia en la población, integrando ambas teorías e incluyendo los diferentes tipos de 
polimorfismos: CNVs, SNPs, ins/dels, etc. y con diferente nivel de efecto funcional (211, 
219, 221, 223, 224). Esta hipótesis también se ha propuesto en relación a la DM2 y tras 
analizar los datos de numerosos GWAS con esta enfermedad (178). Es decir, pueden 
existir numerosos PPFs (incluyendo las variantes raras; MAF <0,01) con un potencial 
impacto sobre el fenotipo (OR >3), por lo que en conjunto pueden estar detrás de un 
importante porcentaje del componente genético de la enfermedad (199, 221, 223, 225) 
(Figura 10). Si bien, existen algunos argumentos en contra (222).  
Figura 10. Efecto vs frecuencia alélica de las variantes genéticas. Adapt. de Owens y cols., 2009 
(Owen, Williams, & O´Donovan, 2009). 
Los PPFs actualmente son desconocidos en su inmensa mayoría (226). El proyecto 
The 1000 Genomes Project Consortium ha permitido la identificación de 
aproximadamente 15 millones de SNPs (208). Este trabajo supone un gran avance tanto 
en la identificación de nuevas variantes como en el desarrollo de herramientas 
bioinformáticas. Pero no garantiza la identificación de aquellos PPFs asociados a la DM2 
y menos en población española (al incluirse sólo una pequeña muestra de población 
española en el proyecto). Esto se debe a que gran parte de los PPFs localizados en el 
exoma pueden proceder de eventos de mutación relativamente recientes y/o haber 
sufrido selección en base a su efecto (226), por lo que pueden existir diferencias 




Otro aspecto importante a tener en cuenta es que parte del componente genético 
calculado para la DM2 podría deberse a alteraciones epigenéticas (227). La epigenética 
se ha definido como cambios heredables en la función génica que ocurren sin producirse 
cambios en la secuencia de ADN. La epigenética es determinante en el desarrollo de 
enfermedades complejas: obesidad, resistencia a insulina y la propia DM2 (228-230). 
Estas alteraciones pueden transmitirse durante una o varias generaciones y pueden 
semejar una herencia genética convencional en algunos aspectos. Cambios 
epigenéticos tienen un efecto importante en la funcionalidad de genes implicados en el 
metabolismo hidrocarbonado, desarrollo de células β pancreáticas y en su 
funcionamiento (231, 232).  
Dentro de las modificaciones epigenéticas se incluye: la metilación del ADN, la 
acetilación de las histonas o la interferencia postranscripcional por medio de ARN. En 
esta última el papel de los microARNs ha sido de gran estudio durante los últimos años. 
Los microARNs conforman una familia de ARNs no codificantes de pequeño tamaño que 
regulan negativamente la expresión de genes a nivel post-transcripcional. Además, los 
miARNs juegan un papel crucial como reguladores de la expresión génica mediante la 
unión a la región 3' UTR de sus mARN diana; desestabilizando o inhibiendo su 
traducción. Los microARNs juegan un importante papel en el desarrollo del páncreas y 
en la función de la célula β (expresión y secreción de insulina) (233-235). Por ello, estas 
moléculas son dianas terapéuticas prometedoras y demuestran un gran potencial como 
biomarcadores de diagnóstico para la enfermedad cardiovascular, incluida la DM2 (236).  
Así pues, el estudio de variantes genéticas en las secuencias codificantes para 
microARNs así como en sus sitios de unión a sus genes diana también puede ayudar a 
desengranar mejor la etiologia y patofisiología de la enfermedad.  
 
5.3. Selección de casos y controles mediante criterios específicos 
Hasta la actualidad en los estudios de asociación de DM2 se han utilizado 
principalmente casos y controles (con similares características de edad, sexo y IMC) sin 
tener en cuenta otros factores, pudiendo ser muchas veces "supercasos vs 





Para aumentar la probabilidad de identificar variantes genéticas en un grupo 
reducido de muestras que puedan estar asociadas a la DM2 y bien, aumenten el riesgo 
de desarrollar DM2 en una gran proporción de los casos o, lo disminuyan en los 
controles, debemos seleccionarlas correctamente. Como ya se ha indicado, el 
incremento en DM2 se produce por cambios que suponen un incremento de la obesidad. 
Por ello, es muy importante identificar qué factores genéticos se asocian con el desarrollo 
de la DM2 en pacientes con preobesidad u obesidad clase I (según la clasificación 
SEEDO-2007). En conjunto, este grupo representa al paciente "tipo" con un elevado 
riesgo de desarrollar DM2 y los casos más frecuentes en la población, principalmente de 
edad media (40-65 años), aunque la edad de diagnóstico se está reduciendo. Por el 
contrario, los pacientes con obesidad clase II o superior presentan una exposición a los 
efectos de la obesidad elevadísima por lo que el componente genético podría verse 
desvirtuado.  
Así pues, dado que nuestro interés se centra en identificar aquellos genes 
implicados en el desarrollo o en la protección frente a la DM2 debida a un incremento 
ligero de IMC, hemos seleccionado pacientes con diagnóstico previo de DM2 o presencia 
de diabetes según la OMS (niveles de glucosa basal >126 mg/dl) y un IMC entre 28 y 35 
kg/m2 (237). Los individuos control presentan similar IMC pero niveles de glucosa en 
ayunas inferiores a 90 mg/dl (con el objetivo de evitar fenotipos intermedios que puedan 
provocar ruido y poder detectar genes y variantes que protejan frente a la DM2 o que 
ayuden a tener niveles bajos de glucosa).  
Por otro lado, con el paso del tiempo el efecto de la exposición a un factor de riesgo 
aumenta y, por lo tanto, se precisa un menor componente genético para ocasionar las 
alteraciones metabólicas. Por lo tanto, se ha seleccionado una muestra de casos y 
controles de una edad moderada (40- 65 años) tanto para casos como para controles 
(en el caso de los controles cuanto mayor fuera su edad, se podría esperar una mayor 
carga genética protectora frente a un factor de riesgo, siendo esta una potencial 
limitación del estudio). Finalmente, y dado que el sexo puede ser un factor determinante, 
se han seleccionado tanto hombres como mujeres en ambos grupos.  
Por otro lado, como se ha descrito anteriormente, los conocimientos acerca de la 




limitaciones de los estudios anteriores y el desarrollo de los nuevos sistemas para el 
estudio genético de la enfermedad. 
 
 
6.  SECUENCIACION DE NUEVA GENERACIÓN: PLATAFORMA 
ILLUMINA 
Desde la invención a finales de los setenta de los métodos de secuenciación de 
ADN, el método enzimático de Sanger ha sido el gold standard de la secuenciación. Este 
método automatizado permite la lectura de secuencias de ADN de una longitud de hasta 
1000 pb, con una altísima precisión de lectura. Sin embargo, y a pesar de la innegable 
aplicabilidad de la técnica, sólo permite realizar 96 o 384 reacciones en paralelo; lo que 
conlleva mucho tiempo en la ejecución de los experimentos. Así, a partir del año 2003 
empezaron a aparecer nuevas estrategias que combinaban la secuenciación de miles 
de pequeños fragmentos de ADN con un ensamblaje posterior para crear lecturas de 
varios Mpb. Estas nuevas técnicas de secuenciación fueron denominadas secuenciación 
de nueva generación o next generation sequencing (NGS). 
La principal ventaja de estas nuevas plataformas es la capacidad de producción de 
grandes volúmenes de datos de forma coste-eficiente (238). Existen diferentes 
plataformas en la actualidad: Roche (454 FLX Pyrosequencer), Illumina (HiSeq), Ion 
torrent (Proton / PGM sequencing) y Applied Biosystems (SOLiD), entre otros. A pesar 
de las diferencias que difieren en cuanto a la metodología química usada y a la 
generación del array de secuencias, el esquema de trabajo es similar: preparación de 
una librería de fragmentos de ADN, seguida de una ligación de adaptadores y 
amplificación, para pasar después a la secuenciación. El proceso de secuenciación 
alterna ciclos enzimáticos con un registro de fluorescencia que permite determinar la 
secuencia. Los avances en las tecnologías NGS son de especial utilidad para la 
resecuenciación de genomas, secuenciación de genomas de novo, secuenciación del 
exoma, determinación de regiones de interacción proteína-ADN, análisis de metilación, 
análisis de distintos tipos de ARN (RNA-Seq), etc. Esto permite detectar mutaciones, 
variantes genéticas, cambios en la metilación o en la expresión de genes, etc. De hecho, 





En el presente trabajo de investigación se ha utilizado, concretamente, el sistema 
HiScanSQ de la plataforma Illumina ya que era el sistema más adecuado para la finalidad 
del mismo. Así, la ADN polimerasa cataliza la incorporación de dNTPs marcados 
fluorescentemente a la cadena molde de ADN durante los ciclos de secuenciación. 
Durante cada ciclo, en el momento de incorporación, los nucleótidos son identificados 
por excitación del fluoróforo y posteriormente se elimina esta fluorecencia y el bloqueo 
de la síntesis de ADN, dejando la molécula de ADN lista para la incorporación del 
siguiente nucleótido. La diferencia crítica es que, en lugar de secuenciar un sólo 
fragmento de ADN, este proceso se extiende a través de millones de fragmentos de una 
manera masiva y paralelamente. La secuenciación química de Illumina es por síntesis 
permitiendo una gran precisión, alto rendimiento, tasas de error bajas y alto porcentaje 
de llamado de bases. El flujo de trabajo en Illumina consta de 4 pasos claves (Figura 11): 
‐ Preparación de la librería: la librería de secuenciación es preparada por una 
fragmentación aleatoria del ADN seguida de una ligación de adaptadores específicos. 
Los fragmentos unidos al adaptador pueden ser amplificados por PCR y purificados 
posteriormente (Figura 11A).  
‐ Generación de clusters: el conducto de microfluidos en Illumina se basa en una celda 
de flujo (flow cell) que consiste en un vidrio plano con 8 canales (lanes) donde se han 
unido covalentemente los adaptadores con secuencia complementaria a los adaptadores 
de la librería. Por estos canales pasan los reactivos para realizar los diferentes pasos 
necesarios. A continuación, los fragmentos de librería son amplificados in situ en la 
superficie de la celda de flujo mediante una etapa de amplificación “en puente” para 
finalmente producir los focos de secuenciación (clusters) (Figura 11B). 
‐ Secuenciación por síntesis: la tecnología por síntesis de Illumina se basa en el 
método del terminador reversible el cual detecta bases individuales a medida que se 
incorporan a la hebra de ADN molde. El terminador reversible evita la extensión de la 
cadena y permite la detección mediante fluorescencia del nucleótido incorporado. Una 
vez se ha realizado este proceso, se elimina el marcaje fluorescente de la base y pasa a 
ser normal, con lo que en el siguiente ciclo se puede incorpora el nuevo terminador 
reversible correspondiente. Esta estrategia permite tener una baja tasa de error en las 




‐ Análisis de datos: la secuencia leída es alineada frente al genoma de referencia. 
A continuación tiene lugar la identificación de variantes (SNPs), inserciones/delecciones, 
etc. (Figura 11D).  
Una posibilidad de la NGS es la secuenciación en paired-end. Esta permite 
secuenciar los dos extremos de los fragmentos de ADN de la librería de secuenciación y 
alinear las lecturas tanto en forward como en reverse. Esto genera el doble número de 
lecturas al mismo tiempo y aumenta la precisión en el alineamiento de las lecturas.  
Figura 11. Flujo de trabajo para la secuenciación por Illumina. A) Construcción de la librería; B) 
Generación de clusters por amplificación clonal; C) Secuenciación por síntesis con terminadores 



























Hipótesis y Objetivos 
57 
La DM2 es una enfermedad compleja y heterogénea en muchos aspectos, 
principalmente en los mecanismos que conducen hasta ella y en los factores que la 
desencadenan. La DM2 surge de la interacción entre numerosos factores ambientales y 
genéticos, al igual que los niveles de diferentes parámetros relacionados con ella (niveles 
de glucosa, de insulina, resistencia a la insulina, etc.). En relación a los factores 
genéticos, tal y como se ha indicado en la introducción, existe un gran número de genes 
potencialmente implicados en el desarrollo de la DM2. No obstante, solamente se ha 
llegado a explicar entre el 5-10% del componente genético calculado mediante diferentes 
tipos de estudios, generalmente basados en el análisis de polimorfismos frecuentes en 
la población. 
Más del 90% de las mutaciones causantes de enfermedades y polimorfismos 
asociados al desarrollo de enfermedades se localizan en el exoma. Las técnicas de 
secuenciación de nueva generación nos permiten identificar las variantes presentes en 
el exoma de una persona. Muchas de estas variantes genéticas son potencialmente 
funcionales al alterar la secuencia de las proteínas o el procesado de su ARN y, por lo 
tanto, pueden tener un efecto sobre el fenotipo. 
Nuestra hipótesis es que numerosas variantes genéticas presentes en baja 
proporción en la población, pueden estar implicadas en el desarrollo de la DM2. Una 
parte de ellas están localizadas en el exoma y pueden explicar parte de la heredabilidad 
de la enfermedad que no ha podido ser encontrada por otros métodos. Además, para 
poder demostrar esta hipótesis general, nos basamos en que la secuenciación del exoma 
de casos y controles para la DM2 permitirá aumentar la proporción de variantes genéticas 
detectadas que estén implicadas en esta enfermedad.  
Así, el presente trabajo surge dentro de un proyecto coordinado por varios grupos 
de investigación españoles con el objetivo principal de caracterizar la DM2 en España, 
siendo el objetivo de nuestro grupo la identificación de variantes genéticas presentes en 
el exoma en la DM2, incluyendo variantes poco frecuentes y raras, en relación a la DM2 
en una muestra representativa de población española. 
Para alcanzar este objetivo general nos planteamos en el presente trabajo los 
siguientes objetivos parciales específicos: 
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 Purificar y secuenciar el exoma de 400 muestras mediante secuenciación de nueva 
generación (200 casos y 200 controles). 
 Identificar y analizar todos los polimorfismos presentes en los exomas 
secuenciados, centrándonos en variantes genéticas de baja frecuencia o raras. 
 Seleccionar aquellos polimorfismos con una distribución diferente entre casos y 
controles, principalmente aquellos que puedan tener un mayor efecto funcional. 
 Verificar los resultados obtenidos de la secuenciación de nueva generación 
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1. SELECCIÓN DE LA POBLACIÓN DE ESTUDIO 
Se seleccionaron 400 muestras para la secuenciación del exoma completo. Todos 
los individuos seleccionados tenían una edad comprendida entre 40 y 65 años y un IMC 
entre 25 y 34,9 kg/m2; procedentes del Biobanco del CIBERDEM y del Biobanco Nacional 
de ADN. Los criterios de inclusión fueron los siguientes:  
 Controles: 200 sujetos con ausencia de DM2 
Niveles de glucosa basal <90 mg/dl, insulina <12 µU/ml, HOMA <2,6, 
metabolismo hidrocarbonado no alterado tras sobrecarga oral de glucosa 
(glucosa <140 mg/dl e insulina <64 µU/ml). 
 
 Casos: 200 pacientes diagnosticados de DM2 
Diagnóstico previo de DM2 o presencia de diabetes según la organización 




2. SECUENCIACIÓN DEL EXOMA COMPLETO  
El ADN de todas las muestras del estudio fue extraído a partir de sangre periférica. 
Todos los participantes dieron su consentimiento para participar en el estudio habiendo 
sido aprobado previamente por el comité ético del Hospital Clínico de Valencia y de su 
Fundación. 
Tras la extracción de ADN, las muestras fueron cuantificadas, purificadas, 
enriquecidas y secuenciadas mediante secuenciación de nueva generación empleando 
la tecnología TruSeq de Illumina (Figura 12).  
 
 
Figura 12. Esquema de trabajo para la secuenciación de exoma con la plataforma Illumina. 
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2.1. Preparación de las librerías de ADN 
La generación de las librerías de ADN se llevó acabo empleando el kit “TruSeq DNA 



























Figura 13. Esquema para la generación de la librería de ADN. El primer paso es fragmentar 
el ADN genómico (A). A continuación tiene lugar la generación de extremos romos (B) y la adición 
de una base de adenina (C), para seguir con la ligación de los adaptadores con el índice (D). De 
este modo, el producto final (E) queda listo para su amplificación en el cBot.  
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2.1.1. Cuantificación del ADN 
Tras la extracción del ADN a partir de sangre periférica, el primer paso fue la 
cuantificación del ADN genómico utilizando el kit “PicoGreen® dsDNA quantitation 
assay” (Invitrogen) y el sistema “GloMax®-Multi Detection System” (Promega). Las 
ventajas de este método de cuantificación respecto de otros sistemas convencionales de 
cuantificación son: su alta sensibilidad, no requiere gran cantidad de muestra, es 
específico para ADN de doble cadena en presencia de cantidades equimolares de ARN, 
fácil de usar y apto para formatos de placas de 96 y 384 pocillos. La plataforma de 
secuenciación de Illumina recomienda partir de una concentración de 20 ng/µL en un 
volumen final de 50 µL (1µg de ADN total). 
 
2.1.2. Fragmentación del ADN 
El siguiente paso en la preparación de las librerías es la fragmentación del ADN 
genómico. Este procedimiento se llevó a cabo con el sistema Covaris™ S220 (Life 
Technologies) el cual permite la obtención de fragmentos de ADN de una forma sencilla 
y precisa. El sistema implica un paso de sonicación (ultrasonidos y longitudes de onda 
muy cortas) donde se generan fragmentos un rango de tamaños entre 100-250 pb, si 
bien se necesita cierta optimización de parámetros. La principal ventaja de este método 
es que permite un control de los diferentes parámetros y una reproducibilidad en la 
fragmentación de las muestras para condiciones similares. A continuación, el ADN 
fragmentado se pueden visualizar en el sistema de QIAxcel (Qiagen). El sistema QIAxcel 
permite realizar una electroforesis capilar de forma automatizada de hasta 96 muestras 
en una carga, mediante electroforesis de 12 muestras simultáneamente. Es altamente 






Figura 14. Fragmentación del ADN genómico utilizando el sistema Covaris y visualización en el 
sistema QIAxcel. Aparato Covaris de fragmentación de ADN (izquierda) y visualización de una muestra 
de ADN fragmentado en el Qiaxcel (derecha).  
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2.1.3. Reparación de los extremos 
Los extremos salientes del fragmento de ADN generado son transformados 
mediante una exonucleasa 3´-5´en extremos romos. De este modo con la actividad 
exonucleasa se eliminan los extremos sobresalientes en 3´ y con la polimerasa los 
extremos en 5´son completados. 
2.1.4. Adenilación  
La adición de una base de adenina (A) a los extremos 3´ de las cadenas de ADN 
impide que los fragmentos de extremos romos se liguen entre sí durante la reacción de 
ligación de adaptadores. Además, este proceso reduce la formación de quimeras y la 
ligación entre oligonucleótidos, evitando uno de los principales problemas que es la 
formación de primer-dimer (dímeros de oligonucleótidos). 
2.1.5. Ligación de los adaptadores 
A continuación, se añaden a los extremos del ADN unas secuencias adaptadoras 
con la finalidad de identificar y amplificar posteriormente la muestra en una celda de flujo 
o flow cell. Este proceso es clave para identificar cada una de las muestras por su índice 
tras la secuenciación. Además durante este proceso tiene lugar la incorporación de todas 
las secuencias necesarias para realizar las reacciones de secuenciación del fragmento 
interno e índices (Figura 15).  
 Rd1 SP: oligonucleótido para la secuenciación del read 1 
5' ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT 
 
 Rd2 SP: oligonucleótido para la secuenciación del read 2 
5' CGGTCTCGGCATTCCTGCTGAACCGCTCTTCCGATCT 
 




 Índice: secuencia específica que identifica cada muestra.   




Figura 15. Esquema de los adaptadores de secuenciación.  
 
Los índices y secuencias de los mismos que se emplearon para la identificación de 
las muestras tras la secuenciación se muestran en la Tabla 6. 
 
Tabla 6. Secuencia de nucleótidos para los diferentes índices empleados. 
 
El conjunto de todos los fragmentos de ADN de una misma muestra unidos a los 
adaptadores tiene como resultado la generación de la librería.   
SET A SET B 
Índice Secuencia Índice Secuencia 
AD002 CGATGT(A) AD001 ATCACG(A) 
AD004 TGACCA(A) AD003 TTAGGC(A) 
AD005 ACAGTG(A) AD008 ACTTGA(A) 
AD006 GCCAAT(A) AD009 GATCAG(A) 
AD007 CAGATC(A) AD010 TAGCTT(A) 
AD012 CTTGTA(A) AD011 GGCTAC(A) 
AD013 AGTCAA(C) AD020 GTGGCC(T) 
AD014 AGTTCC(G) AD021 GTTTCG(G) 
AD015 ATGTCA(G) AD022 CGTACG(T) 
AD016 CCGTCC(C) AD023 GAGTGG(A) 
AD018 GTCCGC(A) AD025 ACTGAT(A) 
AD019 GTGAAA(C) AD027 ATTCCT(T) 
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2.1.6. PCR de enriquecimiento 
Con la finalidad de favorecer el enriquecimiento de aquellos fragmentos de ADN 
con los adaptadores y por consiguiente, la cantidad de ADN en la librería, se lleva a cabo 
una amplificación selectiva utilizando un par de oligonucleótidos complementarios a los 
extremos de los adaptadores.  
Después de cada etapa de amplificación tiene lugar un paso de purificación 
mediante esferas magnéticas Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, Inc). Ello 
permite la selección de fragmentos de ADN mayores a 150 pb. 
 
2.2. Enrequecimiento del exoma 
Seguidamente se procedió a capturar la zona exómica y circundante (“Truseq 
Exome Enrichment Kit”, Illumina), un 90% aproximadamente de la zona codificante 
conocida del genoma.  
Este paso empieza con la mezcla equimolar de las librerías en pools de 6. 
Siguiendo las recomendaciones de Illumina, se emplea 500 ng de cada librería de ADN 
y se cuantifica empleando el sistema GloMaxR-Multi Detection (Promega).  
El proceso de enriquecimiento cuenta con dos procesos de hibridación intercalados 
con sus correspondientes lavados. En el paso de hibridación, la librería de ADN 
desnaturalizada se mezcla con sondas específicas marcadas con biotina y que capturan 
la región exónica. A continuación, en los pasos de lavados se utilizan esferas de 
streptavidina para capturar las sondas unidas a las regiones de interés y eliminar el 
material genético que no haya hibridado de forma específica con las sondas (Figura 16).  
El kit “TruSeq Exome Enrichment” incluye más de 340.0000 sondas, cada una 
diseñada contra el genoma de referencia humano hg19/GRCh37. El conjunto de las 
sondas ha sido diseñado para enriquecer más de 200.000 exones y cubre alrededor de 
20.794 genes de interés y unos 62.000.000 pb. Las características generales de 
































Figura 16. Proceso de enriquecimiento exómico.  
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Tabla 7. Características generales de cobertura para el kit “TruSeq Exome Enrichment”. 
 
 
Cada sonda tiene un tamaño de 95 pb que hibrida con sus secuencias completarias 
en el exoma. Estas sondas además, una vez unidas a su secuencia diana, pueden 
arrastrar regiones más amplias de ADN. Dado la librería, el tamaño de los fragmentos 
que pueden enriquecer es de unos 180-280 pb (con un tamaño total de 300-400 pb tras 
incorporar las secuencias necesarias para el procesado y secuenciación). Tras el 
enriquecimiento, la región recuperada y que se secuenciará es de 265-465 pb, situadas 
simétricamente alrededor del punto medio de la sonda. De este modo, el kit no sólo cubre 













Figura 17. Tamaño de la librería antes y después de realizar el enriquecimiento exónico. En la 
parte superior se representa una librería de un tamaño final de 350 pb. En la parte inferior, la línea de 
puntos representa la cobertura acumulativa de los fragmentos enriquecidos. Más del 65% de las 
lecturas que mapeen contra el genoma de referencia hibridaran con las secuencias diana. Más del 80% 
de las lecturas se localizan dentro de las 150 pb de su secuencia diana. La región enriquecida de 365 
pb de secuencia se centra en el punto medio de la sonda. Tras el enriquecimiento exónico la zona 
analizada cubre alrededor de 450 pb.  
TRUSEQ EXOME ENRICHMENT KIT 
Tamaño de la región amplificada  62 Mpb 
Nº de genes 20.794 
Nº de exones  201.121 
Tamaño de las sondas 95-mer 
Nº de sondas  340.427 
Tamaño de librería recomendado  >350pb 
% Bases cubiertas a una cobertura media del 0.2x >80% 
Material y Métodos 
 
69 
2.3. Validación de los pools 
2.3.1. Visualización y selección de los pools 
A continuación tiene lugar la selección de los pools de acuerdo con su tamaño. Para 
ello se visualizan los pools (6 librerías de ADN) en un gel utilizando el sistema de QIAxcel 
(Figura 18). Luego se calcula el tamaño medio del pool para hacer su posterior 
normalización tras la cuantificación del mismo (qPCR).  
 
 
Figura 18. Visualización de un pool (6 librerías de ADN) en el sistema QIAxcel.  
 
Si existe formación de dímeros, estos son eliminados mediante el sistema Pippin 
Prep (Sage Science). Este sistema consiste en una electroforesis capilar que permite 
obtener fragmentos de ADN del tamaño especificado de forma sencilla, rápida y sin 
posibilidad de contaminación cruzada (Figura 19).  
  
Figura 19. Sistema Pippin Prep   
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2.3.2. Cuantificación de los pools 
La cuantificación de los pools se realizó mediante PCR cuantitativa usando el 
sistema LightCycler 480 (Roche). Concretamente se empleó un método no específico 
donde se utilizó el SYBR Green como fluorocromo. Este tiene la propiedad de generar 
una señal fluorescente al unirse al ADN de doble cadena que es proporcional a la 
cantidad de producto.  
Para la cuantificación de las librerías se utilizó una curva estándar (Kappa 
BioSystems) con muestras de concentración conocida. A continuación, se determinó el 
Cp (crossing point), ciclo en el cual la fluorescencia de la amplificación supera la 
fluorescencia de fondo para las muestras estándar. Finalmente, se calculó la 
concentración de las muestras extrapolando el valor de Cp de la muestras en la curva 
estándar (Figura 20).  
 
Figura 20. Esquema de cuantificación de las librerías de exoma mediante qPCR. La muestra a 
cuantificar de concentración desconocida es la señalada en color negro. Su concentración es obtenida 
al extrapolar su valor de Cp de la curva realizada a partir de las concentraciones de las muestras 
estándar.  
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2.4. Amplificación clonal de los pools: cBOT 
Se realizó la amplificación clonal de los fragmentos de ADN empleando el sistema 
cBOT de Illumina con el kit “TruSeq PE Cluster v3-cBot-HS”. Antes de secuenciar las 
muestras, las moléculas de ADN son amplificadas “en puente” para formar los clusters 
clonales sobre una superficie sólida denominada celda de flujo o flow cell. Las muestras 
se preparan a una concentración de 2 nM por pool (definiendo un pool como la mezcla 
de 6 muestras diferentes con índices compatibles), posteriormente se desnaturalizan y 
se preparan a la concentración deseada para introducirlas en el cBOT. Tras diferentes 
experimentos de secuenciación, concluimos que la concentración óptima para nuestras 
librerías y que permitía obtener, con nuestro equipamiento, clusters lo suficientemente 
separados unos de otros para garantizar unas secuenciaciones de calidad fue de 8 pM. 
Dicha amplificación consta de tres fases: 
 Inmovilización de las moléculas de ADN: cientos de millones de moléculas de 
ADN se hibridan con oligonucleótidos (directos e inversos) que se encuentran 
inmovilidados sobre la flow cell. A continuación, se produce una amplificación (mediante 
PCR) de las secuencias unidas donde se van generando copias por extensión en 3´, 
empleando la ADN polimerasa de alta fidelidad para prevenir errores de incorporación. 
Las muestras originales son desnaturalizadas, dejando a su copia inmovilizada sobre la 
superficie sólida de la flow cell (Figura 21, A). 
 Amplificación isotérmica en puente: las copias inmovilizadas giran para 
hibridarse con los oligonucleótidos que están libres sobre la flow cell. La ADN polimerasa 
copia la muestra formando puentes de ADN que se desnaturalizan para obtener 2 
cadenas de ADN, que a su vez, giran y se hibridan con otros oligonucleótidos, 
extendiéndose para formar otras dos nuevas cadenas de ADN. La operación se repite 
en el área circundante hasta conseguir muchas localizaciones aisladas que contienen 
múltiples copias idénticas de un fragmento único, conocido como cluster (Figura 21, B). 
 Linealización, bloqueo e hibridación: cada cluster de los puentes de ADN es 
desnaturalizado y la cadena en dirección 3´ se elimina, dejando la cadena 5´. El extremo 
3´ de las cadenas de ADN y los oligonucleótidos presentes en la flow cell son bloqueados 
para que no interfieran en la reacción de secuenciación posterior. El oligonucleótido de 
secuenciación se hibrida con la secuencia complementaria del adaptador de illumina en 
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los extremos sueltos de las secuencias de los clusters. La flow cell contendría en este 
paso alrededor de 750 millones de clusters con aproximadamente 1000 moléculas por 
cluster, estando lista para ser secuenciada (Figura 21, C). 
Figura 21. Generación de los clusters por amplificación en puente. A) Inmovilización de las 
moléculas de ADN de la librería generada, B) Amplificación isotérmicas en puente y, C) Linealización, 
bloque e hibridación.  
 
2.5. Secuenciación por síntesis: HiScanSQ (Illumina) 
Este trabajo se realizó utilizando el sistema HiScanSQ (Illumina) y los kits de 
secuenciación “TruSeq SBS v3-HS”. En este paso, tiene lugar la secuenciación por 
síntesis de los clusters empleando para ello nucleótidos marcados fluorescentemente 
con 4 fluoróforos distintos y con terminadores reversibles. En cada ciclo de síntesis se 
incorporan los nucleótidos modificados cuando estos son complementarios a la cadena 
molde (solo 1 nucleótido en cada ciclo por molécula). Posteriormente, se eliminan los 
nucleótidos sobrantes y se recoge la imagen de fluorescencia mediante la excitación de 
los fluoróforos por los laser del equipo y la fluorescencia emitida es captada por una 
cámara CCD que se va desplazando a lo largo de la flow cell. Este proceso se va 
repitiendo de forma cíclica y finalmente las imágenes se analizan para identificar la 
secuencia completa (Figura 22).  
A. B. C. 




Figura 22. Esquema de flujo en la secuenciación por síntesis en la plataforma de Illumina. 
 
La secuenciación realizada durante este proceso es de tipo paired end. Este tipo 
de secuenciación hace referencia a la generación de dos lecturas a partir de los 
oligonucleótidos de secuenciación correspondientes a los adaptadores presentes en 
cada extremo de cada fragmento de ADN de la librería. Teniendo en cuenta que la 
distancia entre ellas es conocida de manera aproximada, se generan secuencias con un 
alineamiento de alta precisión (Figura 23).  
 
Figura 23. Secuenciación tipo paired-end.  
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3. ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO  
Tras el proceso de secuenciación, el siguiente paso fue la identificación de todas 
las variantes funcionales presentes en los exomas garantizando el mejor análisis posible 
mediante los controles de calidad adecuados y una priorización apropiada de dichas 
variantes.  
La plataforma de secuenciación de Illumina incorpora un software que permite 
seguir el proceso de secuenciación a tiempo real y posibilita el análisis preliminar de los 
datos. Hay dos procesos principales (Figura 24): 
 HiSeq Control Software: proporciona información en tiempo real del ciclo de 
secuenciación, notificaciones, clusters y lugar de lectura dentro de la flow cell. 
 Sequencing Analysis Viewer (SAV): proporciona información de los clusters 
efectivos y la densidad de clusters en cada zona de la flow cell. También ofrece 
información de la lectura, de los índices y de cada muestra.  
 
Figura 24. Visualización del proceso de secuenciación a tiempo real. En la parte superior se 
representa el HiSeq Control Software y en la parte inferior el Sequencing Analysis Viewer. 
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Tras la secuenciación, se procedió al análisis bioinformático de los resultados 
obtenidos de la misma (en el Anexo de la presente memoria se detalla todo el pipeline 
bioinformático empleado para el análisis de las secuencias). Un esquema general de los 
procesos seguidos en el análisis junto con las diferentes herramientas bioinformáticas 
necesarias en cada uno de los pasos se representa en la Figura 25. 
 
Figura 25. Esquema del análisis bioinformático de las secuencias y las diferentes herramientas 
de análisis utilizadas.  
 
3.1. Control de calidad y mapeo de las secuencias 
Los secuenciadores de nueva generación, como el sistema HiScanSQ de la 
plataforma Illumina, generan cientos de millones de secuencias en una sola carrera de 
secuenciación. Antes de analizar los resultados de la secuenciación y extraer 
conclusiones, siempre es necesario realizar controles de calidad. Su finalidad es 
asegurar que los datos brutos son correctos y no hay sesgos en los datos que puedan 
afectar al análisis de resultados posteriores o a los propios resultados del experimento.  
A continuación se describen una serie de controles de calidad de datos, filtros y 
parámetros bioinformáticos que se aplicaron con la finalidad de obtener unos resultados 
fiables y de calidad. 
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3.1.1. Control de calidad: FastQC 
El tipo de formato de las lecturas de secuenciación obtenidas tras la secuenciación 
es FastQ. Para cada uno de los individuos secuenciados se obtienen dos archivos al 
realizarse la secuenciación desde los dos extremos (paired-end reads). En este tipo de 
archivos, la calidad de las lecturas se expresa en base logarítmica (Phred Score,              
Q= -10 log10 P). Así, por ejemplo, una calidad Q20 significa una probabilidad de 0.01 de 





Figura 26. Representación de una lectura del secuenciador en formato FastQ. La primera línea 
muestra tras la “@” diversa información acerca de la máquina, la muestra, el índice, la carrera o la 
posición de la lectura. La segunda línea es la secuencia de bases leída. La última línea informa de la 
calidad de la lectura (Phred Score) en formato ASCII. 
 
FastQC tiene como objetivo realizar un control de calidad de los datos de 
secuenciación de forma sencilla y rápida. Las principales funciones del FastQC son:           
a) importar archivos FastQ, b) identificar si hay algún problema ya sea en el secuenciador 
o en la librería del ADN de partida, c) proporcionar gráficos y tablas para evaluar los 
datos de forma rápida y d) generar informes de calidad de las secuencias obtenidas. 
Los diferentes parámetros de control que se pueden evaluar mediante FastQC: 
 Calidad de la secuencia por base: muestra la calidad de las bases según la 
posición de lectura. Los datos son buenos si la calidad de las lecturas en las distintas 
posiciones es alta y homogénea (las barras que muestran el rango intercuartílico 25-75% 
son pequeñas, de tamaño semejante en todas las posiciones de lectura y de alta 
puntuación). Son malos datos si la calidad de las lecturas largas es baja, observándose 
un aumento de variabilidad en las lecturas de las últimas posiciones. 
 Puntuaciones de calidad de la secuencia: representa la distribución de la calidad 
de las lecturas. Permite ver si hay algún subconjunto de secuencias con valores bajos de 
calidad. 
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 Contenido de bases por secuencia: informa de la frecuencia de cada base en 
cada posición de lectura. Al emplear la plataforma Illumina, que utiliza librerías de 
fragmentos generados de forma aleatoria, no deberían aparecer diferencias significativas 
en las frecuencias de las distintas bases en cada posición de lectura. Se considera que 
hay un error cuando la diferencia entre A y T o G y C es mayor del 20% en alguna de las 
posiciones de lectura. 
  Contenido de GC por base: indica la distribución de GC por posición de lectura. 
En una librería aleatoria debería ser homogéneo. 
 Contenido de GC por secuencia: muestra el porcentaje de GC por secuencia.  
 Contenido de Ns por base. Se utiliza N para marcar las bases de las que no se 
ha obtenido lectura.  
 Distribución de la longitud de secuencias: representa las longitudes de las 
lecturas en pares de bases (pb).  
  Duplicados de secuencias: indica el grado de duplicación de cada secuencia. 
Cuanto menor es este número, mejor es la calidad de los datos, y suele traducirse en un 
adecuado nivel de cobertura de las secuencias. 
 Secuencias sobrerrepresentadas: informa de la presencia de secuencias que 
aparecen en mayor cantidad de la esperada. Generalmente suelen corresponder a las 
secuencias de los cebadores utilizados para la PCR.  
 Contenido en K-mer: K-mer se refiere a oligómeros específicos (de longitud k) 
que se pueden utilizar para localizar regiones de interés. Muestra la cantidad de veces 
que esas secuencias aparecen en la muestra. Por defecto, muestra los pentámeros que 
aparecen en mayor frecuencia de la esperada. Puede identificar problemas, por ejemplo, 
secuencias que corresponden a los adaptadores localizadas en posiciones intermedias 
de las lecturas. Igualmente, puede mostrar si el enriquecimiento de todas las secuencias 
ha sido homogéneo o algunas están sobre-enriquecidas. 
3.1.2. Limpieza de secuencias: Seqtk  
El siguiente paso consiste en eliminar tanto los adaptadores utilizados durante el 
proceso de secuenciación como aquellas bases que tengan una calidad baja, como por 
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ejemplo, los extremos finales de las lecturas. Para ello, el procesado de estas 
secuencias en formato FastQ se realiza mediante la herramienta Seqtk. 
3.1.3. Mapeo: alineamiento de las lecturas contra el genoma de referencia 
El resultado de la secuenciación de exoma mediante Illumina produce millones de 
lecturas cortas que posteriormente hay que alinear contra un genoma de referencia. 
Existen varios algoritmos de mapeo, en este trabajo se ha utilizado el algoritmo de BWA 
(Burrows-Wheeler Aligner), por su rapidez, precisión y adecuación para los datos 
obtenidos (http://bio-bwa.sourceforge.net/). El paquete BWA está formado por 3 
algoritmos, BWA-backtrack, BWA-SW y BWA-MEM. El uso de uno u otro algoritmo 
viene determinado por la longitud de la secuencia a analizar. En este estudio se ha 
empleado el BWA-MEM que va dirigido a secuencias de Illumina entre 70 pb y 1 Mpb. 
El genoma de referencia utilizado fue el ensamblaje hg19/GRCh37. 
El alineamiento de las secuencias contra el genoma de referencia mediante BWA 
genera una serie de archivos en formato SAM/BAM (Sequence Alignment/Map) (Figura 
27); un formato de alineamiento genérico para almacenar secuencias alineadas contra 
el genoma de referencia. Los alineamientos almacenados en estos archivos BAM se 
pueden visualizar mediante el uso de herramientas de visualización genómicas, como 














Figura 27. Formato archivo SAM/BAM.  
@HD VN:1.3 SO:coordinate 
@SQ     SN:19   LN:59128983 
@SQ     SN:20   LN:63025520 
 […] 
@RG     ID:480354_L001_L006     PL:Illumina     SM:480354_L001_L006     
DS:ref=1KG;pfx=/storage/ethernus_miscellanea/References/human/1kg/hs37d5.fa.gz  CN:INCLIVA   
DT:130417       PU:AD21MKACXX_AD1LLUACXX.L001_L006 
@RG     ID:430216_L001_L006     PL:Illumina     SM:430216_L001_L006     
DS:ref=1KG;pfx=/storage/ethernus_miscellanea/References/human/1kg/hs37d5.fa.gz  CN:INCLIVA   
DT:130417       PU:AD21MKACXX_AD1LLUACXX.L001_L006 
 […] 
HWI-ST621:587:C3HVJACXX:1:2311:2991:87886       99      10      60014   0       101M    =    
60093   180     
CCTAAATGCATCGGGGTGCTCTGGTTTTGTTGTTGTTATTTCTGAATGACATTTACTTTGGTGCTCTTTATTTTGCGTATTTAAAACTATT
AGATCGTGTG   
C@CFFFFFGHFFHJEH8CFGGFDEBGGGGJCGDGE@FGGIIGG?DGHIIICGIGIIGIJIA@EHFHGHFFDCEEFABD@BCFCDDDD@CCD
DCCCABCBBB   NM:i:0  AS:i:101        XS:i:101        RG:Z:460201_ACTGAT_L001_L002    ct:i:0  
is:Z:ACTGAT 
H114:263:C0K6MACXX:3:1115:8725:99529    99      10      60025   0       101M    =       
60155   231     
CGGGGTGCTCTGGTTTTGTTGTTGTTATTTCTGAATGACATTTACTTTGCTGCTCTTTATTTTGCGTATTTAAAACTATTAGATCGTGTGA




















Figura 28. Ejemplo de visualización de una variante genética mediante el programa IGV. 
 
 
3.2. Llamado de variantes genéticas 
Para el llamado de las variantes empleamos el BCFtools que permite obtener 
dicha información en un archivo denominado VCF (Variant Call Format) a partir de la 
información contenida en los archivos BAM. 
BCFtools forma parte del paquete SAMtools. Este último recopila la información 
del BAM y calcula probabilidades de los datos para cada posible genotipo, 
almacenando esta información en el formato BCF. A continuación, a través del 
BCFtools se hace el llamado de las variantes. El formato del archivo VCF resultante se 
muestra en la Figura 29.  




Figura 29. Formato del archivo VCF.  
La cabecera de un archivo VCF se caracteriza por empezar por # o ## seguidas de 
diferentes datos entre ellos el programa, número de versión o genoma de referencia 
utilizado. Seguidamente, se muestra la información general de las variantes donde 
aparece la siguiente información: 
 
- CHROM: Cromosoma 
- POS: Posición en la secuencia de referencia (posición 1 es la primera base) 
- ID: rs del SNP si se ha identificado previamente 
- REF: base de referencia 
- ALT: base alternativas 
- QUAL: calidad. Cuanto mayor es la calidad más alta es esta variable. 
- FILTER: PASS indica que esa posición ha pasado todos los filtros.  
- INFO: información adicional (AA, alelo ancestral; DP, cobertura; etc) 
La información específica sobre el genotipo se encuentra contenida en el apartado 
FORMAT y se compone de los siguientes parámetros: 
- GT: Genotipo. Un valor de 0 indica el alelo de referencia, un valor de 1, el 
primer alelo alternativo en la lista, y un valor de 2, el segundo. 
- DP: Cobertura en esa posición para esa muestra. 
- GQ: Calidad del genotipo. 
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3.3. Anotación funcional de variantes genéticas 
Para el llamado de variantes se empleó la herramienta VEP (Variant Effect 
Predictor) de Ensembl el cual determina el efecto de las variantes genéticas, SNPs, en 
los genes, transcritos y secuencias proteicas así como en regiones reguladoras. Este 
programa nos permite obtener información de: 
- Genes y transcritos donde se encuentran nuestras variantes 
- Localización de las variantes genéticas (por ejemplo, en secuencias 
codificantes) 
- Consecuencia de la variante genética en la secuencia proteica (por ejemplo, 
pérdida de un codón stop) 
- Frecuencia del alelo minoritario (MAF) de la variante genética en población 
europea (según El Proyecto 1000 Genomas) 
- Test predictivos de funcionalidad: SIFT y PolyPhen. Se utilizan para la 
identificación de variantes con efecto negativo sobre el fenotipo. SIFT predice si 
la sustitución de un aminoácido por otro afecta a la función de la proteína 
basándose en la homología de la secuencia y las propiedades físicas de los 
aminoácidos. PolyPhen predice el posible efecto de la sustitución de 
aminoácidos según la estructura y función de la proteína utilizando 
consideraciones físicas y comparativas directas.  
Las variantes filtradas y seleccionadas por su impacto funcional fueron: a) 
variantes en regiones de splicing, b) variantes con cambio de sentido (missense), c) 
variantes en regiones que codifican para microRNAs y, d) variantes de codón de stop. 
También se anotaron en un inicio, todas las variantes genéticas que están en regiones 
exónicas. A continuación, se definen las variantes más importantes que se identificaron 
empleando la herramienta bioinformática VEP: 
 Variante en región donante de splicing (splice donor variant): variante que 
afecta a la región de splicing en el extremo 5´de un intrón. 
 Variante en región aceptora de splicing (splice acceptor variant): variante 
que afecta a la región de splicing en el extremo 3´de un intrón. 
 Variante de ganancia de codón de parada (stop gained): variante en la 
secuencia que ocasiona un cambio en un codón de tal forma que se origina un 
codón de stop prematuro y, por tanto, un péptido más corto. 
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 Variante de pérdida de codón de parada (stop lost): variante en la secuencia 
que ocasiona la desaparición de un codón stop, dando lugar a un péptido más 
largo. 
 Variante con cambio de sentido (missense variant): variante en la secuencia 
que cambia una o más bases, resultando en una secuencia de aminoácidos 
diferente, pero con la misma longitud. 
 Variante en microARN maduro (microARN mature): variante en la secuencia 
que codifica para un microARN. 
Tras la obtención de todas las variantes funcionales obtenidas en los 400 
individuos se priorizó su estudio en función de: 
a) Genotipos con una cobertura mínima de 4x y un valor de calidad de genotipado 
mayor de 20. 
b) Presencia de la variante genética funcional en casos o controles, no en ambos. 
c) MAF en la población europea inferior a 20%. 
d) Ambos predictores, SIFT y PolyPhen, con puntuaciones significativas. 
A continuación, estudiamos mediante VEP run statistics las variantes genéticas 
con posible efecto funcional en el grupo de casos y controles. Finalmente, se analizaron 
las posibles funciones moleculares, procesos biológicos o rutas metabólicas de los 
genes donde se encontraron las diferentes variantes encontradas empleando 
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4. VERIFICACIÓN DE LAS VARIANTES GENÉTICAS MEDIANTE 
SECUENCIACIÓN CLÁSICA SANGER 
Las variantes genéticas encontradas en codones de parada o stop en las 
muestras de casos y controles fueron comprobadas mediante secuenciación Sanger y 
electroforesis capilar. El motivo de esta validación fue comprobar que los resultados 
encontrados mediante secuenciación de nueva generación se correspondían a los de 
secuenciación por Sanger y por tanto, eran reales. En ocasiones pueden producirse 
errores en la anotación de variantes debido a que hay errores en la secuencia, la calidad 
de los datos es baja, cobertura insuficiente, etc.  
La secuenciación se ha realizado mediante “BigDye® Terminator v3.1 
CycleSequencing kit” (AppliedBiosystems) y la electroforesis capilar en un 
secuenciador ABI3730 (Applied Biosystems). Se emplearon los programas de Primer 3 
(versión 4.0.0), BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) y Ensembl Genome 
Browser para diseñar todos los oligonucleótidos con la finalidad de amplificar y 
secuenciar la región del genoma dónde se encontraba cada una de las variantes 
genéticas previamente identificadas. Mediante los programas de Sequencing Analysis 
y Sequencher se analizaron las secuencias permitiendo visualizar en un cromatograma 













Figura 30. Visualización en un cromatograma una de las variantes genéticas de stop identificada 






























1.  CARACTERÍSTICAS GENERALES DE LA POBLACIÓN DE ESTUDIO 
Las características de la población de estudio tras la selección final de los 
individuos para ambos grupos, control y casos, se muestran en la Tabla 8. La edad 
media fue de 53 y 56 años y los niveles de glucosa fueron de 82,26 mg/dL y de 162,09 
mg/dL para el grupo control y casos, respectivamente. Los datos de glucosa para el 
grupo de casos (n=200) incluye a individuos con y sin tratamiento para la DM2; no 
obstante, el 83,5% de los individuos estaban tratados. 
 
Tabla 8. Características descriptivas de la población de estudio. 
 
 Controles Casos 
Número de individuos  200 200 
Sexo (hombres) 121 121 
Edad   52,91 ± 0,53   56,17 ± 0,47 
Glucosa (mg/dL)   82,26 ± 0,50 162,09 ± 4,31 
IMC (kg/m2)   29,38 ± 0,18   29,74 ± 0,20 
Colesterol Total (mg/dL) 202,43 ± 2,70 184,48 ± 4,37 
LDL (mg/dL) 112,31 ± 1,90 109,64 ± 4,49 
 
 
Con la finalidad de obtener dos grupos, controles y casos, lo más similares 
posible, el primer paso fue la selección de las muestras a partir de las bases de datos 
disponibles. Tras la selección, las características generales para ambos grupos fueron 
homogéneas para los parámetros de edad, IMC, colesterol y LDL, exceptuando para 






Figura 31. Boxplot de muestras disponibles para seleccionar el grupo de controles (No 
Diabetic) y casos (Diabetic). El diagrama de cajas representa los valores para los percentiles 
25, 50 (mediana, línea) y 75, en cada uno de los parámetros de estudio. 
 
 
Figura 32. Boxplot de las muestras seleccionadas para el grupo de controles (No Diabetic) 
y casos (Diabetic). El diagrama de cajas representa los valores para los percentiles 25, 50 




En la selección se tuvo en cuenta la distribución de sexo e IMC con la finalidad de 
homogenizar ambos grupos. Tras la selección de las muestras tanto hombres como 
mujeres quedaron representados de manera uniforme (Figura 33). 
 
 
Figura 33. Representación de la distribución por sexo según el índice de masa corporal (IMC) 




2.  CONTROL DE CALIDAD DE LA SECUENCIACIÓN: FASTQC 
 
Tras realizar el control de las secuencias con el programa FastQC, se examinaron 
los resultados obtenidos con el fin de comprobar la calidad de la secuenciación realizada. 
Así pues, se analizaron diferentes parámetros de control de calidad de los datos 
obtenidos tras la secuenciación con Illumina.  
En primer lugar, se analizó la calidad de la secuencia por base (Figura 34). La 
calidad media de secuenciación para cada base fue alta y homogénea (eje X). Se 
observó que conforme aumenta la longitud de la secuencia, baja la calidad de 
secuenciación o, lo que es lo mismo, el valor de Q (eje Y). Este resultado es normal por 
el propio ruido de fondo originado por el procedimiento de secuenciación, que genera 
una disminución de la calidad al aumentar los ciclos de secuenciación. Las secuencias 
presentaron un Q ≥30 durante casi toda la reacción, indicando que los datos obtenidos 





Figura 34. Calidad de la secuencia por base y por muestra. La línea roja 
representa la mediana y la línea azul la calidad media de secuenciación. 
 
Otro parámetro de calidad analizado fue el contenido de bases en la secuencia 
(Figura 35). Los resultados mostraron que la secuenciación había sido correcta, 
mostrando un balance entre las bases complementarias y sin presentar diferencias 
significativas en sus frecuencias en cada posición de lectura. 
 
 
Figura 35. Contenido de las bases de la secuencia (A-T y G-C). Muestra 







La mayoría de las secuencias coinciden en un mismo contenido medio de GC; 
característico de cada organismo. Así, tras analizar la distribución de GC de nuestras 




Figura 36. Contenido de GC por secuencia. Muestra la distribución de GC 
por secuencia. La línea azul muestra la distribución esperada y la roja la real. 
 
Además, se comprobó que la secuenciación fue correcta y se realizó de manera 
adecuada, presentando un porcentaje de bases ambiguas (N) por base igual a cero 
(Figura 37).  
 
 
Figura 37. Contenido de bases sin lectura. Se observa como el porcentaje 




Por tanto, los resultados de los parámetros de control de calidad de la 
secuenciación permitieron concluir que las secuencias obtenidas eran correctas, 
presentando buenas calidades y un porcentaje de bases equilibrado. 
 
3.  COBERTURA DE LOS DATOS SECUENCIADOS 
Después de realizar el control de calidad de la secuenciación, se analizaron los 
datos de cobertura de las secuencias obtenidas. La cobertura media de las muestras fue 
alrededor de 20x (Figura 38), la cual fue adecuada para el tipo de experimento diseñado. 
Esta cobertura fue suficiente para identificar un gran número de variantes genéticas, 
incluyendo variantes poco frecuentes y raras. 
 
Figura 38. Cobertura media de secuenciación para el grupo de casos y de controles. Las 
muestras están coloreadas según el grupo al que pertenecen. La línea negra indica la media total.  
 
Después de analizar la cobertura para cada una de las muestras secuenciadas en 
el grupo de casos y controles, se estudió el porcentaje de bases que tenían una cobertura 
mínima a 10x y 20x para cada uno de los grupos. Los resultados mostraron que alrededor 
del 60% de las secuencias tenían una cobertura mínima de 10x y alrededor del 40% 






Figura 39. Porcentaje de bases que tienen una cobertura mínima concreta en los grupos control 
y casos. Se señala para cada muestra (líneas grises) el porcentaje de bases que tienen una cobertura 
mínima concreta a 10x y 20x para controles (parte superior) y para casos (parte inferior). La línea roja 





Se analizó la cobertura para las diferentes regiones potencialmente analizables en 
base a si estaban incluidas dentro de las sondas o en regiones contiguas a éstas (región 
extendida). La región extendida en este caso se corresponde con unas 100 pb por cada 
extremo de la sonda.  
Como puede observarse en la Figura 40, la cobertura media fue mayor en la región 
de las sondas y menor en la zona extendida contigua a las sondas. Estos resultados 
indican que el método de captura y alineamiento de las secuencias se realizó 
correctamente, aumentado la cobertura en aquellas zonas de interés donde va dirigida 
la sonda, es decir, las regiones exónicas.  
 
 
Figura 40. Densidad para la cobertura media en las diferentes regiones cubiertas por las sondas. 
La densidad de cobertura se analizó para cada una de las tres regiones: región extendida (rosa), dentro 
de las sondas (azul) y dentro de las sondas más la región extendida (verde). 
 
La cobertura media por muestra en las diferentes regiones cubiertas y para los dos 
grupos, control y casos, indica que la cobertura media por muestra fue mayor en las 





Tabla 9. Cobertura media por muestra en las diferentes regiones cubiertas.  
         Grupo Cobertura media por muestra 
Sonda control 21,35 
caso 17,38 
Sonda ± Región extendida control 17,37 
caso 14,00 
Región extendida control 11,07 
caso   8,64 
*Región extendida = 100 pb 
 
Seguidamente, se analizó el porcentaje de bases con una cobertura determinada 
dentro de las sondas para los dos grupos (Tabla 10). Alrededor del 40% de las bases 
secuenciadas presentaron una cobertura de 20x. Ello resultó en una cobertura suficiente 
para llevar a cabo el objetivo de identificar el mayor número de variantes genéticas 
posible en una gran cantidad de muestras.  
 
Tabla 10. Porcentaje de bases con una cobertura determinada dentro de las sondas para 
controles y casos. 
 
 5x 10x 15x 20x 25x 30x 
Controles 81,74 65,59 50,54 38,16 28,68 21,70 




4.  VARIANTES GENÉTICAS IDENTIFICADAS TRAS LA 
SECUENCIACIÓN DEL EXOMA 
Tras el análisis bioinformático de las variantes genéticas encontradas en las 400 
muestras, se identificaron todas aquellas variantes con una posible funcionalidad 
biológica tanto para casos como para controles (Figura 41 y Figura 42). 
El número de variantes genéticas encontradas antes de aplicar ninguno de los filtros 
establecidos fue muy elevado; siendo alrededor de 1 millón el número de SNPs 
encontrados en ambos grupos. Las variantes en regiones intrónicas, variantes en genes 
que codifican para un ARN no codificante o variantes intergénicas fueron las más 
abundantes. Por otro lado, las variantes menos frecuentes fueron las presentes en 





Figura 41. Representación del número de variantes genéticas encontradas para el grupo de 
controles clasificadas según su impacto funcional.  
 
 
Figura 42. Representación del número de variantes genéticas encontradas para el grupo de 




Tras observar el gran número de variantes genéticas identificadas y con posible 
funcionalidad biológica, decidimos establecer una serie de parámetros y filtros que 
permitieran identificar únicamente aquellas variantes genéticas de mayor importancia a 
nivel funcional. 
 
5.  SELECCIÓN DE VARIANTES GENÉTICAS CON POSIBLE EFECTO 
FUNCIONAL 
Después de secuenciar, analizar e identificar las variantes genéticas de los 400 
individuos, se seleccionaron las variantes de mayor relevancia y se clasificaron según la 
consecuencia funcional para ambos grupos (Tabla 11). Como se ha descrito previamente 
en metodología, las variantes fueron seleccionadas y priorizadas de acuerdo una serie 
de criterios: 
- Cobertura igual o superior a 4 y una calidad de genotipado mayor de 20. 
- Variante genética presente en casos o controles, no en ambos. 
- MAF inferior al 20% 
- Ambos predictores de funcionalidad, SIFT y PolyPhen, con puntuaciones 
significativas. 
 
Tabla 11. Número de variantes genéticas encontradas mediante secuenciación de nueva 
generación según su funcionalidad biológica.  
 
 Controles Casos 
Variantes de codón de parada  110 67 
Variantes de splicing 160 132 
Variantes missense  1.817 1.614 
Variantes en región de splicing 2.316 1.806 
Variantes en secuencia codificante 104 113 
Variantes en región codificante para un microARN maduro 23 11 
Variantes en 5´ UTR 4.090 3.047 
Variantes en 3 ´UTR 13.202 10.448 
 
 
Además de estudiar las consecuencias funcionales de mayor severidad, tuvimos 
en cuenta los valores predictivos de SIFT y PolyPhen para las variantes que 
ocasionaban cambios aminoacídicos. Así pues, se priorizaron aquellas variantes cuyos 
valores predictivos indicaban, en ambas puntuaciones, una consecuencia deletérea o 
































Figura 43. Representación gráfica de las variantes genéticas con posible consecuencia 
funcional para el cromosoma 1 en el grupo de controles y de casos. 
 
Concretamente, este proyecto se centró en el estudio de variantes genéticas de 
un sólo nucleótido (SNP) con impacto funcional; en particular: variantes de splicing y 
missense, variantes presentes en secuencias codificantes de microARNs y variantes 




6.  VARIANTES GENÉTICAS DE SPLICING, MISSENSE Y EN 
SECUENCIAS CODIFICANTES PARA microARNs 
6.1. Estudio de variantes genéticas de splicing en el exoma 
Las variantes genéticas de splicing afectan al procesamiento de los intrones. Las 
variantes genéticas de mayor impacto funcional son aquellas situadas en el sitio 
donante o aceptor de splicing. Tras el procesamiento y filtrado de los datos, se 
obtuvieron 160 SNPs en controles (Tabla 12) y 132 SNPs en casos (Tabla 13). Dentro 
de las variantes de splicing encontramos algunas variantes que a su vez también 
pueden ser variantes missense. Los criterios establecidos para definir una variante de 
splicing, según la herramienta de anotación funcional VEP, es toda variante que cambie 
+/- dos pares de bases con respecto a la región 3´ UTR (aceptora) o 5´ UTR (dadora) 
de un intron. 
Algunas de las variantes genéticas identificadas fueron variantes poco frecuentes 
(MAF <0,05) e incluso raras (MAF <0,01); siendo alguno de ellos SNPs nuevos no 
identificados previamente.  
A continuación, se analizaron las posibles funciones moleculares, procesos 
biológicos o rutas metabólicas de los genes donde se identificaron variantes de splicing 
tras la secuenciación del exoma. Para ello, se emplearon herramientas informáticas 
(PANTHER, Gene List Analysis) que permitieron estudiar que rutas metabólicas y 





6.1.1. Variantes genéticas de splicing en el grupo control  
Las variantes genéticas de splicing presentes en el grupo control se detallan en la 
Tabla 12, indicando la posición cromosómica, el cambio de nucleótido para ese SNP, su 
identificador en base a los datos de Ensembl, el nombre del gen, el tipo de variación 









































A continuación, se estudiaron que funciones moleculares y metabólicas tenían 
los genes en los cuales encontramos las variantes de splicing en el grupo control. Los 
siguientes gráficos muestras los resultados obtenidos tras analizar los datos en el 
programa informático PANTHER- Gene List Analysis. 
 


























6.1.2. Variantes genéticas de splicing en el grupo casos 
Del mismo modo, se analizaron las variantes genéticas de splicing presentes 




















Se analizaron también que posibles funciones metabólicas y en que procesos 
biológicos y rutas estaban implicados los genes en los cuales se habían identificado las 
variantes de splicing en los pacientes diabéticos.   
 
 Función Molecular:  
 
 














































6.2. Estudio de variantes genéticas missense en el exoma 
 Las variantes de cambio de sentido o missense implican la aparición de un nuevo 
triplete que codifica para un aminoácido de distinto tipo. El número de SNPs encontrados 
de este tipo de variación puntual tras la secuenciación fue muy elevado; concretamente, 
1817 SNPs en controles y 1614 SNPs en casos (datos no mostrados). 
 
6.2.1. Variantes genéticas missense en el grupo control 
También estudiamos que posibles funciones moleculares, procesos biológicos y 
rutas metabólicas estaban sobre-representados en los genes donde se encontraron las 
diferentes variantes genéticas missense en controles. 


















6.2.2. Variantes genéticas missense en el grupo de casos 
Del mismo modo que en el grupo control, también estudiamos que funciones, 
procesos y rutas biológicas estaban enriquecidas en aquellos genes donde encontramos 
este tipo de variantes genéticas para el grupo de diabéticos. 
 
 Función molecular: 
 
 














6.3. Estudio de variantes genéticas en secuencias codificantes para 
microARNs en el exoma 
Como se ha indicado anteriormente, el estudio de variantes genéticas en regiones 
codificantes para microARNs es de gran interés debido a la capacidad de estas 
moléculas de regular la expresión de otros genes. Concretamente, en el presente 
proyecto encontramos que este tipo de variantes en regiones codificantes para 
microARNs maduros eran minoritarias; sin embargo, debido a su posible efecto 
funcional, identificamos 23 SNPs en el grupo control y 11 SNPs en el grupo de diabéticos. 
 
6.3.1. Variantes genéticas en secuencias codificantes para microARNs en el grupo 
control 
A continuación, se señalan aquellas variantes presentes en zonas codificantes de 





6.3.2. Variantes genéticas en secuencias codificantes para microARNs en el grupo 
de casos 
También se obtuvieron aquellas variantes presentes en zonas codificantes de 
microARNs para el grupo de casos (Tabla 15).  
 
7.  ESTUDIO DE VARIANTES GENÉTICAS DE CODÓN DE STOP EN EL 
EXOMA 
Tras el análisis bioinformático se obtuvieron las variantes de ganancia/pérdida de 
un codón de stop. Es decir, variantes que implican la adición (ganancia) o delección 
(pérdida) de un único par de nucleótidos o de varios pares de nucleótidos. 
Por su relevancia funcional y para tener una aproximación del número de variantes 
reales, este tipo de variantes se verificaron en los dos grupos mediante secuenciación 
de Sanger. Esto permitió diferenciar que variantes génicas eran válidas y reales, y 
cuales no eran ciertas: 102 fueron válidas en controles y 50 en casos. Así, del total de 
las 177 variantes de codón de stop identificadas inicialmente, el 85% fueron válidas. 
Con el objetivo de encontrar parámetros diferenciales entre controles y diabéticos, 
también analizamos la posición genética de las variantes encontradas en ambos 
grupos. Algunas de las variantes genéticas identificadas se localizaron en la misma 
región cromosómica, pudiendo indicar lugares de mayor susceptibilidad genética y 
posible interés. Finalmente, se estudió también las funciones moleculares, procesos 
biológicos y rutas metabólicas de los genes donde identificamos y verificamos las 




7.1. Estudio de variantes genéticas de codón de stop en el grupo 
control 
Para el grupo control, verificamos las 110 variantes de stop identificadas 
inicialmente y 102 resultaron ser válidas. Además, diferenciamos entre variantes de 
ganancia o pérdida de codón de stop, así como aquellas que también podían ser 

















A continuación, con la finalidad de encontrar diferencias entre ambos grupos de 
estudio (controles y diabéticos), se analizó la distribución y posición cromosómica de 






Tras comprobar que variantes genéticas eran ciertas en el grupo control, se realizó 
el análisis informático para ver que procesos biológicos estaban más enriquecidos para 
esos genes. 
 
 Función molecular: 
 
 



























7.2. Estudio de variantes genéticas de codón de stop en el grupo de 
casos 
Seguidamente, se realizó el análisis y verificación de las variantes de stop para el 
grupo de casos; siendo 50 válidas de un total de 67 variantes identificadas inicialmente 













Del mismo modo, se analizó la posición cromosómica de las diferentes variantes 






Después de la verificación de los SNPs para el grupo control, se estudiaron que 
funciones moleculares y procesos biológicos así como rutas metabólicas estaban más 
representados en los pacientes con DM2. 
 
 Función Molecular: 
 
 




























































La DM2 es una enfermedad compleja, heterogénea y multifactorial en la cual 
intervienen factores genéticos, ambientales y adquiridos. El conjunto de loci y variantes 
genéticas que intervienen en la enfermedad están relacionados principalmente con la 
disfunción de las células β pancreáticas y con alteraciones metabólicas como la 
resistencia a la insulina. El efecto de los diferentes genes implicados junto con factores 
ambientales, como la obesidad, modulan el umbral para que se desarrolle o no la 
enfermedad (242). Diversos estudios muestran la importante heredabilidad de la DM2, 
estableciendo que posiblemente es superior al 70% (91, 167).  
Como se describió anteriormente, son varias las estrategias que se han seguido 
para conocer que genes están asociados a la DM2 (38, 243): estudio de genes 
candidatos, estudio de ligamiento de familias, GWAS, etc. Sin embargo, pese a todos los 
estudios realizados, el conjunto de loci y variantes genéticas identificadas explican 
únicamente entre el 10 y 15% de la heredabilidad de la enfermedad (196, 223), al igual 
que sucede en otras enfermedades complejas. 
La hipótesis “enfermedades comunes, variantes raras” plantea la búsqueda de 
variantes poco frecuentes y raras que, en su conjunto, podrían explicar gran parte de la 
heredabilidad perdida de la enfermedad. Ello hace necesario la búsqueda de nuevas 
estrategias para abordar el estudio de la genética de enfermedades complejas mediante 
nuevas aproximaciones (211).  
Por este motivo uno de los principales objetivos planteados en este estudio fue 
identificar nuevos loci y variantes genéticas que pudiesen contribuir a explicar parte del 
componente genético desconocido de la DM2, incluyendo variantes poco frecuentes y 
raras. En concreto, el abordaje del estudio fue la secuenciación de todo el exoma en 400 
muestras (200 controles y 200 casos), permitiendo de esta manera hacer un screening 
genético global en población española. 
Así, tras la secuenciación de exoma y posterior análisis bioinformático de las 400 
muestras, se han identificado un gran número de variantes genéticas (Veáse apartado 
resultados). Después de filtrar los datos y priorizar las variantes según su posible efecto 
a nivel funcional (SIFT y PolyPhen), distribución diferencial entre casos y controles, y una 
frecuencia alélica inferior al 20%; más de 20.000 SNPs con importante efecto funcional 
fueron identificados en controles y casos, independientemente. En concreto, en este 




- Variantes que afectan a regiones de splicing 
- Variantes de missense o de cambio de sentido 
- Variantes en regiones que codifican para un microARN maduro 
- Variantes genéticas de pérdida o ganancia de un codón stop o parada 
 
 
1.  CRITERIOS DE SELECCIÓN DE LA POBLACIÓN DE ESTUDIO 
Nuestro estudio se centró en la identificación de variantes genéticas relacionadas 
con la DM2 en la situación de mayor riesgo y donde mayor cantidad de casos de DM2 
se producen: personas con edad media y sobrepeso-obesidad ligera. Como se ha 
descrito anteriormente, la selección correcta de casos y controles fue un factor clave a 
la hora de diseñar el experimento. Así, con la finalidad de aumentar la probabilidad de 
encontrar variantes genéticas que puedan estar relacionadas con la enfermedad en un 
grupo reducido de muestras, 200 controles y 200 casos, nos centramos en seleccionar 
los individuos según dos características clave: el IMC y la edad. 
 Índice de Masa Corporal: se seleccionaron aquellos individuos con mayor carga 
genética posible, es decir, pacientes diabéticos con un IMC no excesivamente 
elevado (sobrepeso a obesidad grado I, 25-34.9 kg/m2 según la clasificación 
SEEDO, 2007). Estudios han mostrado que la importancia del fondo genético es 
mayor en las personas con normopeso o sobrepeso ligero (IMC <24 y 24-27.9) que 
en obesos (IMC≥30) (244).  
 
 Edad: la exposición a factores de riesgo se incrementa con la edad, esto supone 
que aquellos pacientes que desarrollan DM2 a edades mayores, podrían tener un 
menor componente genético. En nuestro estudio, seleccionamos tanto para 
controles como casos, una edad comprendida entre 40 y 65 años, siendo la media 
alrededor de 55 años. Sin embargo, en el estudio de Voight et al. la edad no parece 
alterar la asociación de los marcadores (178), posiblemente por la mezcla de 
fenotipos incluida en este estudio.  
Todo ello implica que la selección de controles y casos tuvo que hacerse de forma 
cuidadosa e intentando seguir la información obtenida en base a estudios anteriores, con 




antecedentes familiares, con sobrepeso u obesidad tipo I y medianamente jóvenes (40-
65 años) permitió seleccionar un grupo de casos con un componente genético 
predominante y poco desvirtuado, en el que se han encontrado un gran número de 
variantes genéticas con posible efecto funcional. 
 
 
2.  ESTUDIO DE VARIANTES GENÉTICAS DE BAJA FRECUENCIA O 
RARAS 
Diversos estudios han cuantificado la heredabilidad de la DM2 y de parámetros 
relacionados. La concordancia entre gemelos idénticos en la presencia de DM2 o 
intolerancia a la glucosa es superior al 60% en estudios transversales, pudiendo llegar 
al 76% y al 96%, respectivamente, si se realizan seguimientos de hasta 15 años (91, 
167).  
Muchos son los estudios que se han realizado con el objetivo de identificar que 
genes están implicados en la enfermedad. No obstante, los estudios que mayor cantidad 
de resultados han proporcionado hasta el momento y cuyos resultados han podido ser 
validados en muchos casos, son los estudios de GWAS. 
Los GWAS han permitido identificar variantes genéticas comunes que incrementan 
el riesgo de enfermedades complejas como la DM2, tal y como se ha indicado en la 
introducción. Sin embargo, la mayoría de loci identificados tienen un efecto pequeño a 
nivel funcional sobre el fenotipo o de asociación con el fenotipo (OR entre 1,1 y 1,5) 
(245). Otra limitación de los GWAS es que los chips utilizados hasta el momento dejan 
muchas regiones genómicas sin una cobertura buena. Si bien actualmente se están 
comercializando chips con muchos más polimorfismos (2 millones de SNPs por muestra) 
que también incluyen PPFs (MAF <0,05) y presentan una cobertura mayor. Sin embargo, 
el aumento en el número de polimorfismos puede ocasionar diferentes limitaciones. La 
cobertura podría ser insuficiente en muchas zonas del genoma dado que se necesitaría 
una densidad mucho mayor de la alcanzada para poder asegurar que se analiza toda la 
variabilidad de cada región. Además, los tamaños muestrales necesarios son 
excesivamente grandes para poder detectar muchas de las asociaciones esperables, 




Las variantes comunes sólo han permitido explicar una pequeña parte del 
componente genético calculado en estudios con gemelos y de ligamiento de familias para 
la DM2 (224). Esta diferencia entre la heredabilidad explicada y la calculada con los 
estudios genéticos realizados hasta el momento se ha denominado “heredabilidad 
perdida”. 
Una parte importante de los esfuerzos científicos de los últimos años se han 
centrado en intentar explicar parte de la “heredabilidad perdida” de enfermedades 
complejas (211, 224, 246). Así, la teoría genética poblacional sugiere que si variantes 
causantes de enfermedad son afectadas por selección natural que conducen a una ligera 
disminución en la capacidad reproductiva de los individuos portadores, entonces 
alteraciones que afecten al desarrollo de la enfermedad podrían estar en baja proporción 
en la población. Por ello, una proporción de la heredabilidad podría ser explicada por 
PPFs y variantes raras más que por comunes (220, 247). Además, el elevado número 
de PPFs y su potencial impacto (posiblemente con OR >3), en su conjunto, pueden estar 
detrás de un importante porcentaje del componente genético de la DM2 (199, 221, 225). 
De este modo, estudios recientes han empezado a plantear el estudio de las variantes 
de baja frecuencia o raras (frecuencia <1%) en relación a la DM2. (221, 248). No 
obstante, este tipo de variantes no han podido ser detectadas en su inmensa mayoría 
por los estudios realizados hasta el momento. En primer lugar, los chips de genotipado 
que se han utilizado están sesgados en contra de la inclusión de variantes de baja 
frecuencia, con lo que nunca se han asociado directamente con un parámetro concreto 
de enfermedad. Y en segundo lugar, las variantes de baja frecuencia no están en 
desequilibrio de ligamiento con las variantes comunes genotipadas en los GWAS, por lo 
que no han sido detectadas al no estar correlacionadas con un SNP común concreto.  
Los nuevos avances tecnológicos y la aparición de la NGS, así como la relativa 
asequibilidad económica de la secuenciación de exoma, está permitiendo descubrir 
nuevas asociaciones entre variantes de baja frecuencia y enfermedades complejas. 
Recientemente, un estudio de secuenciación de genoma completo ha demostrado la 
asociación de algunas variantes raras con DM2, poniendo de manifiesto la implicación e 
importancia de este tipo de variantes en enfermedades complejas. Se descubrieron 4 
nuevas variantes que afectan al riesgo de DM2 (207). Una variante de baja frecuencia 
(1,47%) en el intron 1 del gen CCND2, rs76895963 [G], reduce el riesgo de DM2 a la 




gen PAM, p.Asp563Gly (frecuencia de 4,98%) y p.Ser539Trp (frecuencia de 0,65%), 
confieren un riesgo mayor de padecer la enfermedad (OR = 1,23, P = 3,9 × 10(-10) y OR 
= 1,47, P = 1,7 × 10(-5), respectivamente). Y, una variante en el gen PDX-1 (0,20%) 
p.Gly218Ala, se asocia con un alto riesgo de DM2 (OR = 2,27, P = 7,3 × 10(-7)).  
Por todo ello, y bajo la hipótesis de que, en conjunto, variantes de baja frecuencia 
pueden explicar una fracción sustancial de la heredabilidad de enfermedades comunes 
como la DM2, el principal objetivo planteado en este trabajo fue la identificación de 
variantes genéticas poco frecuentes (MAF <0,05) y raras (MAF <0,01) presentes en el 
exoma. Las principales razones por las cuales este proyecto se ha centrado en el estudio 
de este tipo de variantes pueden resumirse del siguiente modo: 
- El componente genético de una gran parte de la heredabilidad calculada para la DM2 
todavía no se ha identificado. 
- Los estudios genéticos realizados anteriormente, como GWAS, solo permiten 
identificar la asociación de PFs (MAF >0,05). Sin embargo, estos tienen, en general, un 
efecto pequeño a nivel funcional y sobre el fenotipo. Además, los GWAS utilizados hasta 
el momento se han realizado con chips que dejan muchas regiones genómicas sin una 
buena cobertura. 
- El avance tecnológico y los sistemas de secuenciación de nueva generación, están 
haciendo posible llevar a cabo proyectos para secuenciar un mayor número de muestras 
y analizar así variantes tanto frecuentes como poco frecuentes. 
- Dado el elevado número de PPFs y su potencial impacto, en su conjunto, pueden estar 
detrás de un importante porcentaje del componente genético de la DM2. 
- Los PPFs y variantes raras con efecto funcional podrían explicar gran parte de la 
heredabilidad no encontrada. 
 
Así pues, en este trabajo todas las variantes genéticas encontradas fueron filtradas 







3.  SECUENCIACIÓN DE NUEVA GENERACIÓN: ESTUDIO DEL EXOMA 
La tecnología de NGS ha tenido un gran desarrollo en los últimos años, permitiendo 
realizar estudios de secuenciación de numerosos exomas en una reacción e 
incrementándose constantemente la capacidad de los equipos. Además, todo ello ha ido 
acompañado por una mejora en la capacidad y fiabilidad de los sistemas de análisis y 
alineamiento de las secuencias obtenidas. 
El método de secuenciación seleccionado en este estudio ha sido la secuenciación 
de exoma (Whole exome sequencing). Más del 90% de mutaciones y polimorfismos 
asociados a enfermedades se sitúan en las regiones codificantes de proteínas y, por 
tanto, en el exoma (213, 214). Sin embargo, dado que el exoma representa alrededor del 
1-2% de todo el genoma (≈180.000 exones, 60 Mpb), el análisis para la identificación de 
variantes resulta mucho más rentable económicamente comparado con la secuenciación 
del genoma completo (249). En este estudio, tal y como se indicó en la metodología, la 
tecnología de secuenciación empleada fue la TruSeq de Illumina. Comparado con otros 
sistemas de captura de exoma, este cubre una mayor parte de bases exónicas en todas 
las bases de datos; pudiendo obtener una cobertura máxima del 96,9% (250). 
Asimismo, el análisis de polimorfismos en todo el genoma muestra una 
concentración mayor de polimorfismos asociados con enfermedades complejas en el 
exoma frente al resto del genoma (215, 251, 252). Incluso aquellas alteraciones que 
modifican el splicing del ARN y se encuentren en las regiones intrónicas contiguas a los 
exones podrán ser identificadas mediante la captura del exoma (216, 217). 
Una de las principales características de la secuenciación de exoma es que permite 
identificar todos los polimorfismos presentes, incluyendo PFs, PPFs o variantes raras. 
Muchas de las variantes genéticas identificadas son potencialmente funcionales al alterar 
la secuencia de las proteínas o el procesado de su ARN y, por lo tanto, pueden tener un 
efecto sobre el fenotipo. 
Así, en nuestro estudio un elevado número de SNPs codificantes fueron 
identificados. Concretamente, del total de SNPs identificados inicialmente (Veáse 
resultados), 17.238 polimorfismos en casos y 21.822 SNPs en controles cumplían con 





En el estudio de 200 exomas se identificaron 120.000 SNPs de los cuales 53.000 
eran SNPs codificantes con posibles efectos funcionales sobre la proteína; apuntando 
que hay muchos más por identificar, principalmente PPFs (209, 215). Es importante 
remarcar el elevado el número de variantes de pérdida de función presentes en cada 
persona, hasta 250-300 en todos los genes identificados y entre 50 y 100 en genes 
causantes de enfermedades hereditarias (208, 209). Estos estudios apoyan nuestros 
resultados y corroboran el elevado número de variantes genéticas con un posible efecto 
funcional encontradas. 
Un trabajo reciente secuenció el exoma de 177 indios Pima y, tras genotipar las 
variantes seleccionadas en un mayor número de individuos (n=7667), se observó que 
variantes en los genes CYB5A y RNF10, aumentaban el riesgo de DM2 en la población 
estudiada (253). En otro estudio, empleando chips de genotipado y secuenciación de 
exoma, se identificó una variante sin sentido (p.Arg684Ter) en el gen TBC1D4. 
Homocigotos portadores de esta variante tendrían mayores concentraciones de glucosa 
en plasma y de insulina en suero tras 2h de sobrecarga oral de glucosa, en comparación 
con individuos con otros genotipos (254). 
Por otro lado, en el estudio de Lohmueller et al (2013) se secuenciaron los exomas 
de 1.000 casos con DM2 y 1.000 controles sanos y se aplicó una serie de simulaciones 
para detectar los genes de susceptibilidad a la DM2. Sin embargo, no se encontró ningún 
gen que mostrara una asociación significativa con el riesgo de desarrollar la enfermedad 
concluyendo que variantes raras responsables del riesgo de DM2 se distribuirían en un 
elevado número de genes y no únicamente en unos poco loci (206). Estos resultados 
muestran la necesidad de un elevado poder estadístico para establecer asociación entre 
variante rara y enfermedad si se pretende realizar su estudio mediante la secuenciación 
del exoma únicamente. En nuestro caso, primero pretendemos hacer una criba de 
potenciales genes candidatos mediante su identificación en el exoma y en futuros 
estudios, verificar su posible asociación mediante su análisis en muestras de población 







4.  COBERTURA DE SECUENCIACIÓN Y ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO 
La secuenciación de nueva generación implica el manejo de una gran cantidad de 
datos que requiere de una infraestructura bioinformática compleja. El análisis 
bioinformático no sólo tiene que facilitar el preprocesado de la información obtenida, sino 
también el alineamiento, filtrado de los datos y controles de calidad necesarios para la 
detección, anotación de las variantes genéticas y estimación del efecto de cada 
alteración. 
Uno de los factores que hay que tener en cuenta a la hora de diseñar un 
experimento de acuerdo a los objetivos planteados, es el compromiso que debe existir 
entre número de muestras y cobertura (profundidad de lectura) para un presupuesto 
determinado. Así, en el caso de muestras individuales el procedimiento correcto sería 
realizar una secuenciación profunda por individuo con una mayor sensibilidad para 
encontrar variantes en la muestra y un genotipado exacto. Por el contrario, en el caso de 
tener muchas muestras, la secuenciación multi-muestra se debería realizar a baja 
profundidad (baja cobertura) donde la sensibilidad depende de la frecuencia de la 
variación, el genotipado es menos exacto y hay mayor número de variantes genéticas 
encontradas (255). 
Uno de los objetivos claves del proyecto ha sido identificar variantes genéticas 
incluyendo SNPs poco frecuentes o raros. Por ello, no fue prioritario el genotipado de las 
muestras pero si determinar el mayor número de variantes genéticas posible. Así, 
teniendo en cuenta este factor, se realizó la secuenciación exónica de un número 
elevado de muestras con una cobertura menor, dado que esta estrategia nos 
proporcionaría resultados de mayor interés (255). Cada base sólo es cubierta por unas 
pocas lecturas, por lo que es más difícil inferir con precisión el genotipo de un individuo 
en un sitio en particular (256). Sin embargo, esta aproximación ha permitido encontrar 
un mayor número de variantes genéticas de interés. De esta forma, la tasa de error puede 
verse aumentada, pero por otros métodos puede verificarse si los polimorfismos son 
reales o no, por ejemplo, secuenciación por Sanger. 
No obstante, el tipo de secuenciación realizado en este proyecto es de tipo paired-
end (2x100pb), como se indicó anteriormente. Se trata de un tipo de secuenciación en el 
que cada segmento corto de ADN obtenido tras la purificación de los exones es leído 




se confirma su posición en el genoma dos veces. Esto ofrece más calidad y precisión en 
el alineamiento de la secuencia, reduciendo así la tasa de error. 
Además, como se ha mostrado en el apartado de resultados, la cobertura media 
aproximada en nuestro estudio fue de 20x, siendo la cobertura deseada para maximizar 
la diversidad muestral con los recursos disponibles. 
En relación al análisis bioinformático, se ha puesto a punto todo el protocolo o 
pipeline informático necesario para llevar a término el análisis completo del exoma, desde 
los controles de calidad de las secuencias hasta el llamado de variantes genéticas y la 
anotación funcional de las mismas. Para ello se han empleado las últimas herramientas 
bioinformáticas en el campo, descritas en el apartado de material y métodos (Anexo). 
 
 
5.  VARIANTES GENÉTICAS IDENTIFICADAS CON POSIBLE EFECTO 
FUNCIONAL 
El número de variantes genéticas encontradas tras el análisis bioinformático reveló 
un gran número de variantes genéticas (Veáse Figura 42 y Figura 43). El elevado número 
de variantes encontrado obligó a priorizar y seleccionar aquellos SNPs que se ajustaban 
mejor a nuestros objetivos de estudio. Así, tras el filtrado y tratamiento bioinformático de 
los datos, el estudio se centró en las variantes genéticas con un efecto funcional 
importante sobre el fenotipo y que cumplían con los criterios establecidos previamente 
descritos. 
Hay que resaltar que el estudio diferencial en los dos grupos de estudio, casos y 
controles, se basó en el fundamento de que variantes genéticas en los controles podrían 
ser “protectoras” frente al desarrollo de DM2. Por el contrario, variantes genéticas en 
casos podrían ser perjudiciales y favorecer el desarrollo de la misma. 
 
5.1. Variantes genéticas en regiones de splicing 
El proceso de splicing es un proceso post-transcripcional de maduración del ARN 
en el cual como resultado se eliminan ciertos fragmentos de secuencia 
intrónica. Variantes genéticas en los sitios de splicing, pueden influir sobre la síntesis 




 Pérdida del sitio de splicing: puede originar la aparición prematura de un codón 
de stop, la pérdida de un exón o la inclusión de un intrón. 
 Reducir la especificidad: puede variar la localización del sitio de splicing, lo 
que origina la inserción o deleción de aminoácidos o la pérdida de la pauta de 
lectura. 
 Transposición del sitio de splicing: origina la inserción o deleción de ARN, 
generando cadenas de ARN más cortas o largas. 
El número de variantes de splicing identificadas inicialmente en el estudio fue 
elevado (ver Figura 41 y Figura 42). Sin embargo, nos centramos en estudiar el posible 
efecto funcional de aquellos genes donde se encontraban variantes situadas en la región 
donante u aceptora de splicing presentes únicamente en alguno de los grupos (Tabla 12 
y Tabla 13). 
Tras agrupar los genes donde se encontraban las variantes genéticas según 
diversos criterios (función molecular, proceso biológico y ruta metabólica) se observa 
globalmente que la mayor parte de ellos participan en procesos como la vía de 
señalización por Wnt, la cascada de activación del plasminógeno o el estrés oxidativo, 
entre otros. 
La mayor parte de genes donde se han encontrado nuevas variantes genéticas 
tanto en el grupo de casos como en el de controles no se han descrito previamente 
relacionados con DM2. Si bien, hay una proporción de genes en los que se ha descrito 
previamente una asociación con la enfermedad. 
Con respecto a las variantes genéticas identificadas en este estudio en el grupo 
control, una variante genética en un sitio dador de splicing, rs41272114, presente en el 
gen LPA (lipoprotein Lp(a)) se asoció previamente con una disminución de los niveles de 
lipoproteína (a) circulante y una disminución del riesgo de enfermedad cardiovascular 
(257). Elevados niveles de Lp (a) constituyen un factor de riesgo independiente para 
enfermedad cardiovascular (258). El SNP rs41272114 es un polimorfismo funcional 
resultado de un splicing alternativo que da lugar a una proteína prematura que carece 
del dominio que normalmente va unido covalentemente a la apolipoproteina B y, por 
tanto, no es posible formar una Lp (a) madura. El efecto funcional de este SNP, 
generalmente referido como alelo nulo, ha resultado significativa para los niveles de Lp 




posible relación entre la concentración de Lp (a) y DM2. No obstante, los resultados de 
diferentes estudios casos-control son controvertidos. En sujetos con diabetes se han 
encontrado mayores (260, 261), similares (262) o inferiores niveles de Lp (a) que en los 
individuos control sin diabetes (263). Recientes estudios epidemiológicos en población 
europea sugieren que los niveles de Lp (a) tiene efectos opuestos en el riesgo de 
desarrollar enfermedad cardiovascular y diabetes (264, 265).  
Una de las variantes genéticas no descritas anteriormente en el grupo control se 
localiza en el gen MST1 (macrophage Stimulating 1) (ENSG00000173531, 3:49723167). 
Un estudio reciente publicado en Nature Medicine ha propuesto que MST1 es un 
regulador crítico de la muerte por apoptosis de las células β y de su función. MST1 induce 
específicamente la vía de apoptosis mitocondrial en las células β a través de la regulación 
de la proteína proapoptótica Bim. Así, MST1 está potencialmente activada en células β 
bajo condiciones diabetogénicas; no obstante, la deficiencia de MST1 completa restaura 
la normoglucemia, la función de la célula β y la supervivencia in vitro e in vivo. Por tanto, 
se ha propuesto MST1 como diana para el desarrollo de nuevas terapias para la DM2 
(266). De este modo, el SNP codificante identificado en este gen podría favorecer a los 
individuos control (no diabéticos) “protegiéndolos” frente al desarrollo de la enfermedad 
al generar una proteína MST1 no activa.  
Por otro lado, el cluster génico de apoliproteinas (APOA1/C3/A4/A5) se ha asociado 
recientemente con triglicéridos y HDL en población no diabética; proponiéndose que 
variantes genéticas en estos genes podría afectar a la homeostasis lipídica en pacientes 
con DM2 (267). En nuestro estudio, encontramos un SNP (rs138326449) en un sitio 
dador de splicing presente en el gen APOC3 (apolipoprotein C-III). Recientemente este 
SNP se ha descrito como una variante rara, asociada a niveles de triglicéridos (P-
value=8.0 × 10(-8)) y VLDL en población europea (rs138326449-A, MAF ̴ 0.25%). Este 
análisis sugirió una relación independiente entre el SNP y los niveles de HDL; estando 
la presencia del alelo A asociada con una disminución de los niveles de VLDL (268). La 
presencia de esta variante en nuestra población sana (no diabética) corrobora los 
resultados de este estudio e indica que la presencia de esta variante rara estaría 
protegiendo a los individuos del desarrollo de la enfermedad. 
En relación al grupo de casos, se encontró una mayor diversidad en cuanto a rutas 
metabólicas donde se localizaron las variantes genéticas identificadas. En este grupo 




(mannan-binding lectin serine peptidase 1) (ENSG00000127241, 3:186947546). 
Recientemente, un estudio ha demostrado que los niveles de MASP1 son 
significativamente elevados en niños y adultos con diabetes. Además, los niveles de 
MASP1 se correlacionan con HbA1c y la disminución de sus niveles mejora el control 
glucémico (269). Por otro lado, otro estudio mostró que el gen BTN3A2 (butyrophilin, 
subfamily 3, member A2), perteneciente al complejo HMC-1, juega un papel clave en la 
regulación inmune y es un potencial gen de susceptibilidad a DM1 (270). En nuestro 
estudio, encontramos una variante (rs58367598) en el gen BTN3A2 presente únicamente 
en individuos diabéticos la cual podría ser una variante de susceptibilidad para el 
desarrollo de diabetes. 
 
5.2. Variantes genéticas de cambio de sentido o missense 
Las variantes genéticas de cambio de sentido o missense son mutaciones 
puntuales en las cuales se produce un cambio en la secuencia de ADN que provoca el 
cambio de significado del codón donde se situa la variación, generando así la 
incorporación a la proteína de un aminoácido diferente al original. Esto puede provocar 
diferentes cambios a nivel traduccional: una proteína incapaz de cumplir su función, una 
proteína con una función aumentada, cambio de regulación, modificación de estabilidad, 
alteración de la degradación, etc. Como ejemplo, mutaciones descritas en un mismo gen, 
como el PCSK9 (proprotein convertase subtilisin/kexin type 9) pueden causar tanto 
hipercolesterolemia como hipobetalipoproteinemia. Las mutaciones que producen una 
ganancia de función cursan con hipercolesterolemias autosómicas dominantes dando 
lugar a un aumento de la actividad de la proteína, desencadenando un incremento de las 
concentraciones de colesterol en sangre y un mayor riesgo de enfermedad 
cardiovascular (271, 272). Sin embargo, mutaciones de pérdida de función en este 
mismo gen, se asocian a reducciones significativas del colesterol total y de LDL (273).  
El número de variantes genéticas de tipo missense encontradas es el más elevado 
entre las variantes con posible efecto funcional estudiadas en este trabajo; siendo de 
1.817 SNPs en controles y de 1.614 SNPs en casos. Además, la cantidad de sistemas 
biológicos en los cuales están localizadas las variantes genéticas y sus genes es muy 
elevado y, en ambos grupos, existen un gran número de nuevas variantes genéticas 
localizadas en genes donde no se ha descrito una asociación previa con la enfermedad, 




los datos, nos centraremos en aquellos procesos metabólicos más enriquecidos (mayor 
número de genes implicados) como son aquellos relacionados en el metabolismo 
proteico, lipídico o de carbohidratos. 
En los individuos control, y tras revisión bibliográfica, algunos de los genes 
identificados se relacionaron previamente con DM2 o parámetros asociados con esta. 
Como se ha indicado anteriormente, el cluster génico de apoliproteinas 
(APOA1/C3/A4/A5) se ha asociado con triglicéridos y HDL en población no diabética 
(267). Así, además de encontrar la variante de splicing (rs138326449) descrita 
anteriormente, también identificamos otra variante missense en APOA4 (apolipoprotein 
A-IV) en el grupo control (rs12721043).  
Por otro lado, variantes genéticas en genes transportadores de la familia ABC, 
como el gen transportador de esteroles ABCG8 (ATP-binding cassette, sub-family G 
(WHITE), member 8), se han asociado con factores de riesgo para la DM2 (274, 275). 
Nosotros encontramos una variante missense, rs201817190, en pacientes control la cual 
podría estar implicada en DM2 al modular factores de susceptibilidad a la enfermedad. 
Experimentos in vivo también han mostrado asociación entre genes, donde 
encontramos variantes missense, y DM2. PCTP (phosphatidylcholine transfer protein) es 
una proteína de unión a fosfolípidos la cual se expresa en hígado. Los ratones que 
carecen de esta proteína tienen mejorada la homeostasis de glucosa hepática y son 
resistentes a la diabetes inducida por dieta (276). Una variante missense en este gen, 
rs147596112, fue encontrada en nuestro estudio y podría dar lugar a una proteína 
inactiva que favoreciera el metabolismo glucémico en los individuos sanos. Además, se 
ha demostrado que el gen SLIT1 (slit guidance ligand 1) presenta un importante papel 
en la protección de la célula β frente a procesos de estrés oxidativo y muerte celular así 
como potenciando la segregación de insulina por estimulación de glucosa in vivo (277). 
En concreto, nuestros resultados identificaron una variante genética missense 
(rs200878365) presente en el gen SLIT1 la cual podría tener una implicación funcional 
sobre el fenotipo del individuo sano.  
Respecto al grupo de pacientes diabéticos, también encontramos una gran cantidad 
de variantes genéticas que podrían estar asociadas con la enfermedad. Desde un punto 
de vista generalizado, muchas variantes missense se encuentran localizadas en genes 
que codifican para algún miembro de la superfamilia del citocromo p450, los cuales están 




la síntesis de colesterol, esteroles o de otros lípidos. Un ejemplo es el gen CYP1A1 
(cytochrome P450, family 1, subfamily A, polypeptide 1), el cual se ha identificado como 
posible gen candidato de diabetes gestacional (278, 279). Se localiza en el retículo 
endoplasmático y su expresión se ve inducida por hidrocarbonos aromáticos policíclicos 
algunos de los cuales se encuentran en el humo del tabaco (280). En nuestro estudio 
identificamos el rs41279188 como variante missense en CYP1A1. Por otro lado, 
polimorfismos en el gen PNPLA3 (patatin-like phospholipase domain containing 3) se 
han asociado también a diabetes gestacional (281); en él identificamos el rs141106484. 
Otro de los genes donde detectamos una variación genética missense (rs760202) 
fue en el gen HADH (hydroxyacyl-CoA dehydrogenase). Anomalías en este gen se ha 
visto que pueden estar implicadas en el hiperinsulinismo congénito, enfermedad 
compleja en la que la secreción de insulina por parte de la célula β es inapropiada para 
los niveles de glucosa en sangre (282, 283). Por otro lado, polimorfismos en el gen ADAR 
(adenosine deaminase, RNA-specific) se han asociado a longevidad (284), la cual puede 
ser modulada por factores metabólicos como la obesidad abdominal o perfil lipídico (285). 
Nosotros identificamos una variante genética rara (MAF=0,0013), concretamente el 
rs145588689 en el gen ADAR, presente únicamente en diabéticos. 
Un reciente trabajo de GWAS, se centró en el estudio de la disfunción del islote 
pancreático como posible factor de riesgo de DM2. Se realizó un chip con islotes 
pancreáticos de ratón y se examinó las asociaciones entre SNPs y respuesta aguda de 
insulina a la glucosa (acute insulin response to glucose, AIRg) (286). Se observó 
asociación entre AIRg y varios SNPs en diversos genes, entre ellos PAMR1 (peptidase 
domain containing associated with muscle regeneration 1). PAMR1 codifica para una 
proteína implicada en la regeneración muscular, en la cual encontramos una variación 
genética missense (rs143549343). 
Otra observación interesante en los resultados obtenidos es que hubo diferencias 
en cuanto al número de variantes genéticas con posible efecto funcional por gen. En el 
grupo control encontramos múltiples variantes genéticas missense presentes en un 
mismo gen; dos variantes (TARS2, ABCA4, FOXD4L1, TTN, etc), tres (PDE4DIP, 
ARHGEF11, OR10T2, INADL, etc), seis (DNAH7), siete (SYNE2) e incluso nueve (DST). 
De similar modo en el grupo de diabéticos encontramos dos variantes presentes en un 





Así, variantes en el gen ARHGEF11 (Rho guanine nucleotide exchange factor 
(GEF) 11) se han asociado a resistencia a insulina y DM2 en indios Pima (287). Variantes 
genéticas en el gen PTPN22 (protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22 
(lymphoid)) se han asociado con DM1 y vitiligo (288, 289). Éste último es un desorden 
autoinmune que se puede encontrar aumentado en pacientes con DM, específicamente, 
tipo 1, y en forma menos frecuente, en tipo 2 (290). 
Por otro lado, tanto en casos como en controles, se observó un gran número de 
variantes missense (diferentes entre grupos) que se concentran dentro de familias 
génicas. Un ejemplo es la protocadherina, la cual incluye una gran variedad de genes 
donde encontramos este tipo de variantes (PCDHA4, PCDHA5, PCDHA7-9, PCDHB2, 
PCDHB8, PCDHB10-16, etc). Otro caso es el gen OBSCN (obscurin, cytoskeletal 
calmodulin and titin-interacting RhoGEF) el cual contiene 80 exones y codifica para una 
proteína de aproximadamente 780 KDa. En este gen encontramos cuatro variantes 
genéticas missense en controles (rs150312546, rs188302055, rs145597580 y 
rs35186354) y cinco en casos (rs191837710, rs200638282, rs56218706, rs72762066 y 
rs377038292).  
Así pues, la mayoría de los genes identificados, tanto en controles como en 
diabéticos, no se han asociado previamente a DM2 ni a parámetros relacionados con 
esta. Sin embargo, la presencia de un número elevado de variantes genéticas con 
posible efecto funcional en un mismo gen hace plantearnos la importancia del posible 
estudio completo de estos genes. Ello nos ayudaría a entender mejor el componente 
genético de la DM2, pudiendo establecer nuevas dianas terapéuticas de la enfermedad. 
 
5.3. Variantes genéticas en regiones codificantes para microARNs 
maduros 
Como se ha remarcado en la introducción, la secreción adecuada de insulina por 
parte de las células β es necesaria para mantener los niveles de glucosa en sangre 
dentro del rango fisiológico. Durante la DM2, la secreción de insulina es insuficiente para 
normalizar los niveles de glucosa y eventualmente la masa de células β se reduce y la 
célula β muere, tanto en modelos animales como en humanos (291, 292). 
Los microARNs son ARNs de aproximadamente 22 nucleótidos de longitud que 




pudiendo cada microARN modular cientos de mARNs diana. Principalmente, los 
microARNs regulan la expresión de sus genes diana al unirse a su región 3´ UTR a través 
de una pequeña secuencia de unos 7 nucleótidos (293). Así, los microARNs son 
fundamentales para la supervivencia de la célula dado que participan en procesos 
biológicos, estando su desregulación o expresión anormal relacionado con numerosas 
enfermedades como el cáncer, enfermedades neurológicas o diabetes (294). Existen 
estudios realizados in vivo e in vitro que muestran que los microARNs intervienen en 
procesos como el desarrollo del páncreas, la regulación de la glucosa, el control de las 
células β pancreáticas maduras y la diferenciación de islotes pancreáticos. Además, 
participan en la regulación de la producción, secreción y acción de la insulina (295-297). 
Un ejemplo reciente son los resultados del grupo de investigación del Dr. Stoffel 
donde se ha demostrado que la familia de microARN-200 ejerce un papel crucial in vivo 
en la regulación endógena de la apoptosis de la célula β asociada a la DM2, proponiendo 
la inhibición de la actividad de los microARN-200 como una posible estrategia 
farmacológica para promover la supervivencia de la célula β (298). 
Por todo ello, debido a la posible importancia de los mecanismos epigenéticos en 
el desarrollo de enfermedades complejas como la DM2, en este trabajo también nos 
centramos en analizar las variantes genéticas presentes en la secuencia codificadora de 
microARNs. En comparación con otros tipos de variantes genéticas con posible efecto 
funcional, el número de variantes encontradas fue mucho más bajo; siendo de 23 y 11 
SNPs en secuencias codificantes para microARNs en controles y casos, 
respectivamente. Desafortunadamente, en este estudio no pudimos abarcar el análisis 
de variantes genéticas en las regiones 3´ UTR (regiones de unión de los microARNs) 
dado que el número de variantes genéticas identificadas inicialmente fue demasiado 
elevado (57.634 SNP en controles y 52.920 en casos). En relación a los microARNs 
donde hemos localizado las variantes genéticas, la mayor parte de ellos no se han 
descrito previamente en la bibliografía y su función reguladora es desconocida.  
En los pacientes diabéticos, encontramos diferentes variantes genéticas en 
microARNs, entre ellos el microARN-3675, microARN-933 y microARN-628. Un estudio 
de deep sequencing y bioinformático identificó el microARN-3675 como un microARN 
nuevo y funcional. Ensayos funcionales de 3´ UTR luciferasa sugirieron además que este 
microARN regulaba negativamente genes como el CNTN3 (contactin 3) (299). Así, 




microARN-3675 tiene genes diana implicados en obesidad y diabetes como son el 
HMGCS2 (3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase 2) o el INSIG1 (insulin induced gene 
1) (300, 301).  
Además, un trabajo reciente ha descrito que el rs79402775 presente en el 
microARN-933 maduro se asocia con el riesgo de desarrollar tumor tiroideo en población 
china (AA versus GG/GA, OR = 1.76, 1.00-3.12) (302). Este es un ejemplo de cómo 
variantes en los microARNs pueden contribuir a la susceptibilidad genética de 
enfermedades.  
Otros microARNs como el microARN-628 se ha descrito asociado a respuesta 
inmune (303), como posible antiviral terapéutico de enfermedades respiratorias (304) o 
como biomarcador de infección vírica (305). En nuestro estudio, encontramos una 
variante genética no descrita anteriormente en la secuencia del microARN-628 maduro 
presente en diabéticos y no controles. Mediante la combinación de herramientas de 
predicción de genes diana para microARNs (TargetScan y miRanda) podemos concluir 
que los sitios de unión (3´ UTR) del microARN-628 se encuentran en varios genes 
implicados en la homeostasis de glucosa y el metabolismo lipídico, incluyendo: PFKFB2 
(6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 2), GSK3B (glycogen synthase 
kinase 3 beta) o PPP1R3D (protein phosphatase 1, regulatory subunit 3D).  
Por todo ello, la alteración de la secuencia de los microARNs, la cual puede ser 
debida a la presencia de una determinada variante genética, puede afectar al desarrollo 
de una enfermedad, como la DM2. Ello convierte a estas moléculas reguladoras en 
potenciales biomarcadores para el diagnóstico clínico y posibles objetivos terapéuticos 
(306, 307). 
No obstante, experimentos de validación y funcionales serían necesarios para 
comprobar la veracidad de los resultados de estos recientes estudios. Así pues, una 
estrategia de trabajo futura sería el diseño de experimentos funcionales que permitiesen 
identificar los mecanismos moleculares por los cuales estos microARNs regulan estos 
genes y su papel en la regulación de genes diana implicados en enfermedades 






6.  VARIANTES GENÉTICAS IDENTIFICADAS Y VERIFICADAS CON 
EFECTO FUNCIONAL: VARIANTES DE GANANCIA O PÉRDIDA DE UN 
CODÓN DE STOP 
La variante genética de codón de stop, parada o sin sentido es un tipo de mutación 
puntual en la secuencia de ADN que provoca la aparición de un codón de terminación 
prematuro que conduce a su vez a la generación de un producto proteico truncado, 
incompleto y por lo general no funcional. Por ello, este tipo de variantes suelen tener un 
efecto funcional más drástico sobre el fenotipo y de ahí, su importancia en este estudio. 
El código genético cuenta únicamente con 3 codones de parada o stop (UAA, UAG y 
UGA), mientras que 61 son codones con sentido.  
Como se mostró en el apartado de resultados, tras el análisis de los datos se 
obtuvieron las variantes genéticas de ganancia y pérdida de codón de stop, siendo las 
del primer tipo las más abundantes. A continuación, debido a su relevancia funcional, se 
verificaron mediante secuenciación por Sanger todas las variantes encontradas tanto en 
casos como en controles. El motivo de esta comprobación tuvo como objetivo principal 
confirmar qué las variantes genéticas encontradas eran ciertas y qué porcentaje de error 
teníamos mediante NGS. Este proceso implicó el diseño manual de los oligonucleótidos 
para cada una de las variantes genéticas encontradas, su amplificación mediante PCR, 
su posterior secuenciación y finalmente su verificación. 
Tras verificar las mutaciones, concluimos que el 85% del total de variantes 
identificadas en casos y controles, eran válidas. El porcentaje de error restante pudo 
ser debido a varios factores, entre ellos, la calidad de las secuencias, la baja cobertura 
o errores de la propia técnica. Finalmente, el número de variantes genéticas de codón 
de parada reales fueron 102 SNPs en controles y 50 en diabéticos. 
La mayor parte de las variantes genéticas encontradas y verificadas para cada uno 
de los genes no se han descrito en la bibliografía científica previamente. Además, 
ninguno de los polimorfismos poco frecuentes y variantes raras encontradas se han 
asociado previamente a la DM2 y/o parámetros asociados con esta. No obstante, 
algunas de estas variantes raras se han asociado a otras patologías como cáncer, 
trastornos psiquiátricos o enfermedades degenerativas.  
En el grupo control, el rs11571833 en BRCA2 (breast cancer 2) se asoció con 




relacionó con pólipos colorrectales (314), el rs4987208 en RAD52 (RAD52 homolog, 
DNA repair protein) se asoció previamente a cáncer ovárico (315, 316), el rs203981 en 
IFNE (interferon, épsilon) con hemorragia intracerebral y vitíligo (317, 318), y el 
rs1861050 en CC2D2A (coiled-coil and C2 domain containing 2) con enfermedad 
psiquiátrica (319). En el caso de las variantes genéticas identificadas en los pacientes 
diabéticos, encontramos dos variantes raras previamente descritas. El rs12240276 en 
AKR1E2 (aldo-keto reductase family 1, member E2) asociada a Alzheimer (320) y el 
rs61757718 en PIK3C2G (phosphatidylinositol-4-phosphate 3-kinase, catalytic subunit 
type 2 gamma) asociado con colon irritable (321).  
Por otro lado, cabe señalar que los genes donde identificamos estas variantes 
genéticas de codón de stop están implicados en una gran diversidad de rutas 
metabólicas potencialmente relacionadas con la DM2, entre ellas: la vía de señalización 
de Wnt, la cascada de señalización de la insulina, la vía de señalización PI3K o la vía de 
síntesis de colesterol. 
En el grupo control encontramos una variación de stop en el gen PPP1R12A 
(protein phosphatase 1, regulatory subunit 12) no descrita previamente 
(ENSG00000058272, 12:80169711). Este gen está implicado en la señalización de 
insulina en el musculo esquelético (322). La proteína Rho, a través de la acción de la 
Rho-kinasa, parece inhibir esta proteína codificada por el gen PPP1R12A. Se ha descrito 
que la actividad Rho-kinasa está implicada en la disfunción endotelial en DM1 al 
promover el estrés oxidativo. Además, nuevos experimentos sugieren a los inhibidores 
de Rho kinasa como nuevos agentes terapéuticos para el tratamiento de la nefropatía 
diabética (323). 
En los pacientes diabéticos encontramos también diferentes variantes genéticas 
en genes implicados en la enfermedad o en parámetros relacionados, entre ellos: 
ACAD10, PIK3C2G, CYP1A1 o PHTF1.  
En nuestro estudio localizamos el rs146335507 en el gen ACAD10 (acyl-CoA 
dehydrogenase family, member 10) presente en el grupo de diabéticos. ACAD10 
codifica para una proteína implicada en la oxidación de ácidos grasos a nivel 
mitocondrial. No obstante, problemas en la oxidación de los ácidos grasos induce 
resistencia a insulina en hígado y músculo esquelético al aumentar los niveles de lípidos 
a nivel intracelular (324). Estudios previos mostraron que SNPs comunes en este gen 




describió una asociación entre este gen y DM2 en indios americanos (325). 
Concretamente, encontraron un SNP común, rs632650, el cual se localizaba en el 
intrón 2 de ACAD10 y presentaba asociación con DM2. Posteriormente, 23 SNPs 
fueron genotipados en 1.500 indios americanos y se mostró que SNPs, como el 
rs601663 o el rs659964 en este gen, se asociaban también con DM2 (326). 
Otro de los genes donde encontramos una variante de stop poco frecuente 
(rs61757718) fue en PIK3C2G (phosphatidylinositol-4-phosphate 3-kinase, catalytic 
subunit type 2 gamma). La proteína codificada por este gen forma parte de la familia 
PI3K, implicada en numerosas vías de señalización como la proliferación celular, 
transformación oncogénica, supervivencia celular, migración o tráfico proteico 
intracelular. Este gen tiene un importante papel en diversas enfermedades, entre ellas, 
la DM2. Un estudio previo identificó varios polimorfismos comunes en este gen 
asociados con DM2 en población japonesa (327). 
En el gen CYP1A1, además de encontrar una variación missense descrita 
anteriormente, también encontramos una variante rara de stop no descrita 
anteriormente (ENSG00000140465, 15:75015234). Por otro lado, la presencia de 
diferentes variantes genéticas con posible efecto funcional para un mismo gen en los 
pacientes diabéticos, sugiere que estudios futuros de estos genes podrían ser clave en 
la búsqueda del componente genético de la enfermedad.   
Finalmente, en el gen PHTF1 (putative homeodomain transcription factor 1) se 
identificó el rs200552382. Polimorfismos comunes en este gen se han asociado con 
DM1 pero no hay estudios de asociación para DM2 (328, 329). 
Por todo lo expuesto, la presencia de variantes genéticas poco frecuentes y raras 
con un impacto funcional fuerte como son las variantes de codón de stop, pueden estar 
detrás de parte de la heredabilidad no descrita hasta el momento de la DM2. La 
validación de estas variantes, su replicación en una población mayor y el estudio 
completo de los genes, pueden ser claves para desgranar parte del componente 






7.  INNOVACIÓN, LIMITACIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS DEL 
ESTUDIO 
Hasta la fecha no se han realizado estudios cuyo objetivo principal sea la 
identificación de PPFs y variantes raras presentes en el exoma asociadas a la DM2 
incluyendo población española. Por ello, nuestro trabajo representa un estudio novedoso 
en cuanto a técnica empleada y población a la que se dirige. 
En relación a las variantes genéticas identificadas en el estudio, los PPFs y 
variantes raras en la población no han sido identificados en su totalidad debido 
principalmente, al número de muestras que se pueden abordar con la secuenciación de 
exoma y a la cobertura limitada que se ha podido alcanzar. No obstante, el número de 
muestras incluido ha sido suficiente para identificar prácticamente todos los PFs y más 
del 90% de PPFs presentes en el exoma (330). En el caso de la identificación de 
variantes raras (MAF <0,01) la probabilidad es más baja aunque los resultados muestran 
que hemos sido capaces de identificar un gran número de ellas. 
El elevado número de variantes genéticas encontradas nos ha conducido a 
seleccionar aquellas con mayor impacto funcional. Debido al coste y tiempo que supone 
la verificación de las variantes, sólo han podido ser verificadas las variantes de codón de 
stop. Sin embargo, la validación de las variantes funcionales encontradas en las 
muestras analizadas se llevará acabo próximamente con otra de las plataformas de 
secuenciación de Illumina (MiSeq). Tras la validación, el diseño de experimentos 
funcionales futuros serán claves para determinar la funcionalidad biológica de estas 
nuevas variantes genéticas encontradas en el contexto de la DM2.  
El poder estadístico para detectar asociaciones es limitado debido a la baja 
frecuencia de las variantes encontradas. No obstante, la posibilidad de replicación futura 
de los resultados obtenidos en una población de gran tamaño muestral (>10.000 
muestras de población general, y 1.000 casos y 2.000 controles) permitirá confirmar 
nuestros resultados y establecer asociaciones estadísticas entre variantes y enfermedad. 
La NGS está en continuo avance y mejora, lo que nos puede ayudar en el futuro a 
realizar nuevos estudios que nos permitan confirmar estos datos e identificar nuevas 
variantes implicadas en el desarrollo de diabetes o en la protección frente a esta. En el 




económicos. El kit de enriquecimiento empleado posee una eficiencia de captura de 
regiones exónicas de alrededor del 65%; limitación técnica e inevitable. No obstante, 
este kit abarca la captura no sólo de la parte exónica sino de los extremos intrónicos que 
la rodean, permitiendo así también encontrar variantes de posible interés en estas zonas 
intergénicas.  
La gran cantidad de datos generados ha hecho necesario el desarrollo de una 
plataforma bioinformática de análisis y el diseño de un protocolo o pipeline específico 
para este proyecto. Algunas de las variantes puede que no se hayan detectado al no 
superar los filtros de análisis establecidos, principalmente debido a que el número de 
lecturas y/o la calidad de la secuencia fueran bajos. Además, debido a la baja cobertura 
de secuenciación, no ha sido posible calcular correctamente el MAF de los genotipos 
pero si hacer una aproximación de ellos. Sin embargo, y como ya se indicó, este estudio 
busca identificar nuevas variantes genéticas implicadas en DM2 y no el genotipado de 
las muestras. Por ello, se decidió establecer una cobertura menor a cambio de 
secuenciar más número de muestras. 
Finalmente, el número de PPFs y variantes raras es desconocido en su inmensa 
mayoría, aunque esta cifra va incrementándose con los resultados de los grandes 
proyectos de secuenciación total del genoma. Este trabajo supone un gran avance en la 
identificación de nuevas variantes genéticas en relación a la DM2, así como en el 
desarrollo de herramientas bioinformáticas necesarias para su análisis. Si bien hay que 
tener en cuenta que el efecto y la presencia de estos SNPs pueden estar modulados por 
factores ambientales específicos de nuestra población. La información obtenida abre 
nuevas posibilidades para entender esta enfermedad compleja, su prevención, el diseño 





























1. La secuenciación del exoma es una herramienta útil para el estudio de 
enfermedades de herencia compleja como la diabetes mellitus de tipo 2, 
permitiendo la identificación de numerosas variantes genéticas potencialmente 
implicadas en el desarrollo de la enfermedad o en la protección frente a la misma.  
 
2. La secuenciación de exoma ha permitido identificar tanto variantes genéticas 
previamente descritas, como nuevas; especialmente variantes poco frecuentes y 
raras, muchas de ellas potencialmente relacionadas con la diabetes mellitus de    
tipo 2. 
 
3. El elevado número de nuevas variantes genéticas encontradas podría explicar parte 
del componente genético de la diabetes mellitus de tipo 2. Este hecho se apoya en 
que una parte relevante de las variantes encontradas están en genes previamente 
relacionados con diabetes y/o el metabolismo implicado en su desarrollo o en 
aspectos protectores frente a esta enfermedad. 
 
4. Las nuevas variantes genéticas encontradas en este estudio abren nuevas líneas 
de investigación en el estudio de la diabetes mellitus de tipo 2 a diferentes niveles, 
contemplando rutas metabólicas y vías de señalización, entre otras. 
 
5. Es necesario la confirmación de estos hallazgos con la validación y replicación de 
los resultados encontrados en una población mayor, así como el diseño de 








1. Exome sequencing is a useful tool for the study of complex inheritable diseases as 
type 2 diabetes mellitus, allowing the identification of potential genetic variants 
involved in the development of the disease or in the protection from it. 
 
2. Exome sequencing has identified either genetic variants previously described as 
new, especially low-frequency and rare variants, most of them potentially related 
with type 2 diabetes mellitus. 
 
3. The high amount of new genetic variants that we found could explain a part of the 
genetic component of type 2 diabetes mellitus. This fact is supported by a significant 
part of variants have been found in genes previously associated with diabetes 
and/or metabolism, being involved in its development or protective aspects to this 
disease. 
 
4. The new genetic variants found in this study open new research lines into the 
genetic study of type 2 diabetes mellitus at different levels, as metabolic and 
signalling pathways, amoung others. 
 
5. Confirmation of these findings with validation and replication in a larger population 
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En este anexo se encuentran descritos todos los comandos empleados durante el proceso de 
análisis bioinformático de las secuencias obtenidas: 
 
Obtención de estadísticas de archivos FASTQ 
 
Ejecutar FastQC 
 Comando generic: 
$ fastqc -o /path/to/stats_folder input.fastq.gz 
 Opciones empleadas FastQC: 
-o: Crear todos los archivos de salida en el directorio especificado. Este directorio debe existir ya 
que el programa no lo creara. Si esta opción no se establece, se crea el archivo de salida para 
cada archivo de secuencias en el mismo directorio que el archivo de secuencia que se procesó. 
 
Depuración de los archivos FASTQ 
 
Recortar las bases de baja calidad de las lecturas obtenidas. 
 
Ejecutar seqtk 
 Comando genérico: 
$ seqtk trimfq input.fastq.gz > output_trimmed.fastq 
 
Mapeo 
1.1. Ejecutar BWA 
 
 Comando genérico: 
$ bwa mem -t[INT] -C -M -R[STR] <reference.fa.gz> <input_R1.fastq> 
<input_R2.fastq> > <output_R1-R2.sam> 2> <output_R1-R2.sam.log> 




 -t (INT): Numero de hilos de ejecución [1] 
 -C: Anexar comentario FASTA /Q al archivo SAM resultante. Esta opción se puede utilizar para 
transferir información de lectura (por ejemplo, código de barras) al archivo resultante. 
 -M: Indica los alineamientos divididos como secundarios (para la compatibilidad con Picard). 
 -R (STR): Completar la línea del read group de la cabecera. '\t' puede ser utilizado en STR y se 
convertirá a TAB en el archivo SAM resultante. El read group ID ira unido a cada lectura en el 
output. Un ejemplo es:'@RG\tID:foo\tSM:bar'.[null] 
 Formato de la cabecera: 
@RG\tID:id\tPL:platform\tSM:sample\tDS:description\tCN:center\tDT:date\tPU:flow cell-
 barcode.lane" 
 Ejemplo de la cabecera: 
 "@RG\tID:280397_CGATGT_L005_R1_001\tPL:Illumina\tSM:280397\tD
 S:ref=1KG;pfx=/media/sf_ugdg_data/ref_data/human/1kg/hs37d5.fa.gz  
\tCN:INCLIVA\tDT:2013-09-19\tPU:130327_H114_0265_AD1LLUACXX-.2" 
 
1.2. Conversión de SAM a BAM 
 Comando genérico: 
$ samtools view -b -S <input.sam> > <output.bam> 
 Opciones empleadas SAMtools: 
 -b: El archivo de salida se crea en formato BAM. 
 -S: El archivo de entrada esta en formato SAM. Si las líneas de la cabecera @SQ no están, se 
requiere la opción '-t'. 
 
 
2. Ejecutar BWA y SAMtools 
 Comando genérico: 
$ bwa mem -t[INT] -C -M -R[STR] <reference.fa.gz> <input_R1.fastq> <input_R2.fastq> 2> 
<output_R1-R2.sam.log> | samtools view -b -S - > 
<output_R1-R2.bam> 
 Opciones empleadas SAMtools: 
-: El archivo de entrada proviene de stdout 





Ejecutar SAMtools view 
 Comando genérico: 
$ samtools view -S <input.sam> 
 
 Opciones empleadas SAMtools: 
 -S: El archivo de entrada esta en formato SAM. Si las líneas de la cabecera @SQ no están, se 




Ejecutar SAMtools view 
 Comando genérico: 
$ samtools view <input.bam> 
 
Inspeccionar archivos BAM 
 
Ejecutar SAMtools tview 
 Comando genérico: 
$ samtools tview <input.bam> 
 
 
Ordenar archivos BAM 
 
Ejecutar SAMtools sort 
 Comando genérico: 
$ samtools sort <input.bam> <output.sorted> -m[int] 




-m (INT): Máxima memoria requerida aproximadamente. [500000000] 
 
Indexar archivos BAM 
 
Ejecutar SAMtools index 
 Comando genérico: 




Ejecutar SAMtools rmdup 
 Comando genérico: 
$ samtools rmdup <input.sorted.bam> <output.sorted.rmdup.bam> 2> 
<output.bam.sorted.rmdup.log> 
 
Unir varios archivos BAM 
 
Unir cabeceras de archivos BAM 
 Comando genérico: 
$ cat <(samtools view -H <input_L1.sorted.rmdup.bam> | grep -v 
'^@RG') <(for file in <input_L1.sorted.rmdup.bam> 
<input_L2.sorted.rmdup.bam>; do samtools view -H $file | grep 
'^@RG'; done) > <newheader.txt> 
 Opciones empleadas SAMtools: 




Ejecutar SAMtools merge 
 Comando genérico: 
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$ samtools merge -h [<newheader.txt>] <output_L1-L2.bam> 
<input_L1.sorted.rmdup.bam> <input_L2.sorted.rmdup.bam> 
 Opciones empleadas SAMtools: 
-h (FILE): utilizar el contenido de FILE como cabecera para el fichero de salida, reemplazando así 
cualquier línea de cabecera que de otro modo seria copiada desde in1.bam. (FILE es en realidad 
formato SAM, aunque cualquier alineación que pueda contener será ignorada). 
 
Obtención estadísticas archivos BAM 
 
Ejecutar SAMtools flagstat 
 Comando genérico: 
$ samtools flagstat <input.bam> > <output.bas> 
 
Seleccionar subconjuntos en archivos BAM 
 
Ejecutar SAMtools view 
 Comando genérico: 
$ samtools view <input.bam> "chr:start-end" > <output.subset.bam> 
 
Obtención de cobertura 
 
Ejecutar BEDtools para obtener un histograma de cobertura 
 Comando genérico: 
$ coverageBed -hist -abam <input.sorted.rmdup.bam> -b <regions.bed> > 
<output.sorted.rmdup.hist.cov> 
 Opciones empleadas BEDtools: 
-hist: Dar lugar a un histograma de cobertura para cada función en B, así como un histograma 






Ejecutar BEDtools para obtener la cobertura por base 
 Comando genérico: 
$ coverageBed -d -abam <input.sorted.rmdup.bam> -b <regions.bed> 
> <output.sorted.rmdup.pb.cov> 
 Opciones empleadas BEDtools: 
-d: Devuelve la profundidad de cobertura para cada posición en B. Las posiciones devueltas 
empiezan en 1. 
 -abam: El archivo de entrada A esta en formato BAM. 
 -b: El archivo de entrada b está dentro. 
 
Obtención de variantes 
 
Ejecutar SAMtools y BCFtools para obtener archivos VCF 
 Comando genérico: 
$ samtools mpileup -d[INT] -D -C50 -E -f <reference.fa.gz> -l 
<regions.bed> -u <input.sorted.rmdup.bam> | bcftools view - -v -c -g > 
<output.vcf> 2> <output.vcf.log> 
 Opciones empleadas SAMtools: 
-d (INT): En una posición determinada, leer un máximo de INT lecturas por BAM. [250] 
  -D: Salida de la cobertura por muestra. 
-C: Coeficiente empleado para reducir la calidad de mapeo de las lecturas que contienen 
excesivos errores. Un valor de 0, deshabilita esta función. Si se emplea, se recomienda un valor 
de 50 para BWA. 
-E: Computación BAQ extendida. 
-f (FILE): La secuencia de referencia indexada se encuentra en formato FASTA. 
-l (FILE): archivo o lista de posiciones que contiene una lista de las regiones o de los sitios 
donde se deben generar pileup o BCF. 
-u: Similar a -g exceptuando que el output es un BCF sin comprimir. 
 Opciones empleadas BCFtools: 
  -: El archivo de entrada viene de stdout 
-v: Output con solo posiciones que contengan variantes. (force -c) 
-g: Llamada de genotipos por base en los sitios que contienen variantes. (force -c) 
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-c: Llamar variantes usando inferencia Bayesiana. Esta opción invoca la opción -e. 
-e: Realiza la estimación por máxima verosimilitud, incluyendo la frecuencia alélica, el equilibrio 
Hardy-Weinberg y test de asociación con razones de verosimilitud.[NOTA]: Si se omite la opción 




Comprimir VCF con tabix 
 Comando genérico: 
$ bgzip <input.vcf> 
 
Indexar VCF con tabix 
 Comando genérico: 
$ tabix -p [STR] <input.vcf> 
 
 Opciones empleadas tabix: 
-p (STR): Formato de entrada para indexar.Input format for indexing. Son valores validos: gff, 
bed, sam, vcf y psltab. Esta opción no se debe aplicar junto con cualquiera de las siguientes: -s, -b, -
e, -c y -0; no se utiliza para la recuperación de datos, ya que esta configuración se almacena en el 
índice. [gff] 
 
Comparar archivos VCF con VCFtools 
 Comando genérico: 
$ vcf-compare <input_1.vcf> <input_2.vcf> <input_1-2.vcf> > <output.comp.txt> 
 
Filtrado VCFs 
 Exclusión de indels 
$ vcftools --gzvcf <input.vcf> --remove-indels --recode --recode-INFO-all --out <output.vcf> 
 Filtrado por coverage y calidad 




 Exclusion MHC 





Preparación del archivo de entrada para VEP 
 Comando genérico: 
$ cat <input.vcf> | grep -e "1/1\|0/1" | perl -lane 'next if /^#/; print join("\t", $F[0], $F[1], $F[1], 
"$F[3]/$F[4]", "+")' > <input.vep> 
 
Ejecutar VEP 
 Comando genérico: 




A continuación se exponen las versiones de los programas empleados en el análisis: 
 
-Seqtk Version: 1.0-r31 
-BWA (alignment via Burrows-Wheeler transformation) Version: 0.7.5a-r405 
-Samtools (Tools for alignments in the SAM format) Version: 0.1.19-44428cd 
-VCFtools (v0.1.11); BEDtools (2.17.0). 
 
 
 
 
 
